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1. Въведение 
 
Световната здравна организация (СЗО) дава дефиниция за понятието „здраве“ още през 
1946г. като и до днес то не е променено. То гласи, че здравето е състоянието на организма, в 
което се постига идеален баланс между физическо, психично и социално благосъстояние, а не 
просто липсата на заболяване. Съвременната наука допълва тази дефиниция като модерното 
схващане за здраве вече разглежда и способността на организма да се съхрани здрав като успее 
да устои на непрекъснато променящите се условия на околната среда. С други думи, 
организмът би следвало ефективно да промени фенотипа си по всяко едно време в отговор на 
влиянието на редица фактори. Смята се, че колкото по-ефективно и бързо организмът успее да 
адаптира фенотипа си към променените условия и стресори на средата и да възстанови 
хомеостаза, толкова по-здрав и устойчив е той. Това представлява т. нар. „буферен капацитет“ 
на организма или наречено още фенотипна пластичност на индивида.  
Най-динамичната и постоянна променлива, която оказва влияние върху организма и 
неговия фенотип е диетата/храната. Затова и съвременната наука за храненето си поставя за цел 
да изучи не само механизмите, по които храната въздейства на организма на клетъчно, тъканно, 
метаболомно, транскриптомно, епигеномно, геномно и т.н. нива, но и да проследи влиянието, 
което диетата и/или нейните съставки оказват върху фенотипната пластичност на индивида.  
До момента не е правен подбор на маркери и няма стандартизирани параметри за 
проследяване на промените при изучаване на фенотипната флексибилност. Именно затова и 
настоящото проучване цели проследяване промяната във фенотипа на индивиди в отговор на 
хранителни интервенции и стресови тестове, за да се идентифицират биомаркери за оценка на 
фенотипната им пластичност.  
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2. Цел и задачи 
 
2.1. Цел 
Идентифициране на биомаркери за оценка на фенотипната пластичност с приложение в 
науката за храненето чрез прилагане на различни подходи: 
- При интервенция, състояща се в ограничаване на калорийния прием. 
- При интервенция, състояща се в добавяне на компонент към обичайната диета.  
 
2.2. Задачи 
1. Да се направи сравнителна характеристика на групите доброволци, участващи в 
интервенциите по отношение на базовите нива на техните биохимични показатели, 
параметри на оксидативен статус, нива на адипокини и фактори на възпалението.  
2. Да се анализира промяната в нивата на клиничните биохимични показатели, 
параметри на оксидативен статус, нива на адипокини и фактори на възпалението в отговор 
на стресов тест, предхождащ интервенциите.  
3. Да се направи анализ на промените в нивата на биохимични показатели, 
параметри на оксидативен статус, нива на адипокини и фактори на възпалението след 
приложените интервенции на ограничен калориен прием и добавен компонент към 
обичайната диета.  
4. Да се анализира промяната в нивата на клиничните биохимични показатели, 
параметри на оксидативен статус, нива на адипокини и фактори на възпалението в отговор 
на стресов тест, проведен след интервенциите с оглед идентифицирането на подходящи 
биомаркери за оценка на промяната във фенотипната пластичност.  
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3. Материали и методи 
3.1. Материали  
Растителен материал – камшик (Agrimonia eupatoria L.) 
Растителният материал представлява търговски продукт на “СЕЛИБИУМ – Варна”, който 
се продава в готов изсушен вид без лекарско предписание.  
3.2. Методи  
3.2.1. Набиране на доброволци и групиране 
Интервенция с ограничаване на калорийния прием 
Интервенцията с ограничаване на калорийния прием е проведена на територията на Imperial 
College London, Лондон, Великобритания. Доброволците са набрани посредством реклами и 
съобщения, както и чрез съдействието на лични семейни лекари. Включващите критерии за 
участие в интервенцията са следните: Клинично здрави доброволци с наднормено тегло или 
затлъстяване (ИТМ между 25-35кг/м2); Възраст между 50-65 години, включително. В 
интервенцията са включени 72 души и всички подписаха информирано съгласие преди 
стартиране на проучването.  
Участниците са разпределени на случаен принцип (рандомизирани) в две групи – контролна 
(В) и рестрикционна (А), като броят им съответно за всяка група е 32 на 40 души. В 
контролната група разпределението по пол е 16 жени и 16 мъже, а в рестрикционната е 21 жени 
и 19 мъже. Контролната група поддържа еукалорийна диета, която е предназначена за 
поддържане постоянно настоящото телесно тегло. За целта диетата е композирана така, че да 
отразява средния обичаен калориен прием по следното макронутриентно разпределение: 45% 
от общата енергия се пада на въглехидратите, 40% липиди и 15% протеини. Рестрикционната 
група е тази, на която е приложена диета с ограничен калориен прием – 20% по-малко калории 
от установения енергиен разход с оптимален хранителен режим. Композицията на 
макронутриентите е следната: 15% протеини, 35% мазнини, 50% въглехидрати, >18г/ден 
фибри, най-малко 5 порции плодове и зеленчуци на ден. 
Интервенция с добавен компонент към обичайната диета 
Изследването започна след получаване на одобрение от Комисията по етика на научните 
изследвания (КЕНИ) към Медицински Университет “Проф. Д-р Параскев Стоянов”, град Варна 
(протокол №27/21.02.2013) в съответствие с Декларацията на Хелзинкския комитет от 1964г. 
В интервенцията са включени 37 души, от които 3 мъже и 34 жени на възраст между 20 и 60 
години. Те са разпределени в две групи – 20 участника с нормално тегло (ИТМ<25) и 17 
участника с наднормено тегло или затлъстяване (ИТМ≥25).  
Участниците, включени в интервенцията подписаха информирано съгласие за участие в 
изследването. На всички беше горещо препоръчано да не променят начина си на живот по 
време на интервенцията. Преди началото и в края на периода бяха събирани кръвни проби на 
гладно от всеки участник.  
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3.2.2. Ход на интервенцията 
Интервенция с ограничаване на калорийния прием 
Тази интервенция е проведена под формата на рандомизирано контролирано паралелно 
проучване, в което участниците се подбират така, че да имат еднакви/близки характеристики.  
Интервенцията е проведена на територията на Imperial College London, Лондон, 
Великобритания. Тя се състои в 12-седмична калорийна рестрикция (за група А) предшествана 
и последвана от приложение на ОГТТ (и в двете групи – А и В). Проби за анализ от МУ-Варна 
са вземани на гладно преди стартиране на интервенцията в Ден 1, предшестващ провеждането 
на ОГТТ (в Ден 2) и след това в Ден 3, последващ приложения ОГТТ. По същия начин са 
събрани пробите на гладно и след 12-седмичния период на интервенцията в Ден 1 и Ден 3.  
Анализираните проби и параметри в МУ-Варна са обобщени в таблица 1.  
Таблица 1. Анализирани проби и параметри в МУ-Варна в интервенцията с намален 
калориен прием. 
Тип проба Биохимични маркери Маркери на оксидативен 
стрес 
Плазма на гладно 
(Ден 1 и Ден 3) 
Глюкоза МДА 
Триглицериди (ТАГ) Тотални тиоли 
Общ холестерол Липидни хидропероксиди 
HDL-холестерол 8-OHdG 
LDL-холестерол  
Лептин  
Урина – сутрешна 
(Ден 1 и Ден 3) 
 8-OHdG 
 8-iso-PGF2a 
Еритроцитни лизати на гладно 
(Ден 1 и Ден 3) 
 МДА 
 Глутатион 
В периферни кръвни 
мононуклеарни клетки 
(PBMCs) на гладно 
(Ден 1 и Ден 3) 
 
8-OHdG 
Интервенция с добавен компонент към обичайната диета 
В интервенцията, проведена в катедрата по Биохимия, молекулна медицина и 
нутригеномика, билката камшик (Agrimonia eupatoria L.) е приемана от доброволците под 
формата на чай, приготвян по следната рецепта – 2,5g сух материал от надземните части на 
растението, запарени за 10 минути в 200ml вряла вода. Чаят се прецежда преди прием. 
Интервенцията е с продължителност 25 дни като преди и след края на интервенцията от 
участниците е събирана венозна кръв на гладно и са измервани антропометричните им 
показатели. Всички проби, които не са анализирани веднага след пробовземането бяха дълбоко 
замразени във фризер при температура -80оС за следващи анализи. Всеки участник беше 
контрола сам за себе си в края на изследването.  
Видовете параметри, анализирани в тази интервенция са обединени в таблица 2. 
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Таблица 2. Анализирани проби и параметри в МУ-Варна в интервенцията с добавен 
компонент към обичайната диета.  
Проба Биохимични 
маркери 
Маркери на 
оксидативния стрес 
Възпалителни 
маркери 
Адипокини 
Плазма на 
гладно 
(Ден 1 и Ден 
25) 
Глюкоза ТАС С-реактивен 
протеин 
Лептин 
ТАГ Глутатион IL-6 Адипонектин 
Общ холестерол Тотални тиоли   
HDL-холестерол    
LDL-холестерол    
PBMC на 
гладно 
(Ден 1 и Ден 
25) 
 Супероксиддисмутаза 
1 (SOD1) 
IL-6  
 Глутамат-цистеин 
лигаза каталитична 
субединица (GCLc) 
IL-1β  
В PBMC, събирани на гладно в Ден 1 и Ден 25, култивирани и стимулирани с бактериални 
липополизахариди (LPS) са определени нива на генна експресия на описаните възпалителни 
цитокини (IL-6 и IL-1β) и антиоксидантни ензими (SOD1 и GCLc).  
3.2.3. Измерване на биохимични показатели в кръв 
Анализ на биохимични маркери 
В плазма биохимичните маркери глюкоза, триглицериди, общ холестерол, HDL-холестерол 
и LDL-холестерол са измерени на автоматичен анализатор Olimpus AU400 с помощта на 
предварително закупени търговски китове, съвместими с анализатора. Измерванията са 
осъществени със съдействието на Клинична лаборатория към Военноморска болница – Варна.  
Определяне концентрацията на плазмени протеини – адипокини (лептин и 
адипонектин) и възпалителни белтъци/цитокини (CRP, IL-6) 
Адипокини и възпалителни белтъци/цитокини в плазма са измерени с помощта на готови 
търговски ELISA китове. Концентрациите на белтъците са представени като ng/ml за лептин и 
адипонектин, mg/L за CRP и pg/ml за IL-6.  
3.2.4. Измерване на маркери на оксидативен стрес 
Определяне концентрацията на малонов диалдехид (МДА) 
За измерване нивата на малоновия диалдехид в интервенцията с ограничен калориен прием 
е използван търговски кит, съдържащ необходимите стандарти, разтвори и реагенти за работа.  
Определяне концентрацията на глутатион и тотални тиоли 
Нивата на глутатион и при двете интервенции са измерени с помощта на готов търговски 
кит, съдържащ всички необходими стандарти и реагенти за работа. Измерените стойности се 
съотнасят към стандартна крива, приготвена със стандарти, заложени в кита.  
Определяне на тотален антиоксидантен статус (ТАС) на плазма 
Тоталният антиоксидантен капацитет на плазма при доброволците в интервенцията с 
добавен компонент към обичайната диета е определен чрез ABTS [2,2’-азинобис (3-
етилбензотиазолин-6-сулфонова киселина)] катион радикал деколоризационен метод (Re et al., 
1999).  
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Определяне концентрацията на липидни пероксиди в плазма 
При интервенцията с ограничен калориен прием липидните пероксиди в плазма са измерени 
с готов търговски ELISA кит.  
Определяне концентрацията на маркери за оксидативно увреждане на ДНК (8-
OHdG) и окисление на ейкозаноиди (8-isoPGF2α) 
8-OHdG и 8-isoPGF2α в интервенцията с ограничен калориен прием бяха измерени с 
помощта на готови търговски китове за конкурентна сандвич ELISA.  
Определяне концентрацията на 8-OHdG в PBMC  
Концентрация на 8-OHdG в PBMC бе определена като от кръвните клетки първо е 
изолирана ДНК с готов търговски кит. ДНК е нарязана на отделни бази с помощта на нуклеаза 
Р1, изолирана от Penicillium citrinum според указанията на производителя. Ензимът 
хидролизира 3’-5’ фосфодиестерни връзки в едноверижни ДНК молекули след първоначална 
топлинна денатурация на двойната спирала. След това третиране получените единични бази се 
измерват с помощта на готов търговски ELISA кит.  
3.2.5. Модел на индуциране на възпалителен отговор в PBMC 
Изолиране на PBMC от пълна кръв 
За изолиране на PBMC от доброволците са използвани готови търговски сепарационни 
центрофужни епруветки LeucoSep™ (GreinerBioOne), съдържащи пореста бариера, която 
осигурява разделяне на клетъчните фракции посредством плътностно-градиентно 
разпределение по центробежната сила.  
Култивиране на PBMC 
Изолираните PBMC са култивирани в 6-ямкови фласки с гъстота 1 x 106 бр. клетки/ямка. 
Концентрацията на клетките е определяна със стандартен trypan blue метод. Средата за 
култивиране на PBMC е специално разработена RPMI.  
Третиране на PBMC с LPS 
Изолираните PBMC са стимулирани с бактериални LPS от стандартен щам на Escherichia 
coli серотип 026:B6. Клетките са инкубирани със 100ng/ml LPS за 4 при стандартни условия.  
3.2.6. Определяне нивото на генна експресия 
Изолиране на РНК  
Изолирането на РНК от мононуклеарни клетки от периферна кръв е извършено с помощта 
на TriReagent® според указанията на производителя.  
ДНКазно третиране на тотална РНК 
ДНКазното третиране е извършено с готов търговски кит като протоколът следва 
указанията на производителя.  
Обратна транскрипция – RT-PCR 
Първата стъпка при количествен Real-Time PCR анализ е осъществяване на обратна 
транскрипция на изолираната РНК и синтез на кДНК.  
Real Time qPCR 
Втората стъпка при количествен Real-Time PCR анализ е амплификация на кДНК в реално 
време – Real-Time PCR с ген-специфични праймери (табл. 3).   
10 
 
Таблица 3. Нуклеотидна последователност на използваните праймери за измерване 
нивото на генна експресия в PBMC.  
 Gene/ Sequence 5′–3′ 
 RPL37A (Bioneer, USA) 
Forward ATTGAAATCAGCCAGCACGC 
Reverse AGGAACCACAGTGCCAGATCC 
 IL-1β (Alpha DNA, Canada) 
Forward TCCCCAGCCCTTTTGTTGA 
Reverse TTAGAACCAAATGTGGCCGTG 
 IL-6 (Bioneer, USA) 
Forward AAACAACCTGAACCTTCCAAAGA 
Reverse GCAAGTCTCCTCATTGAATCCA 
 GCLc (Bioneer, USA) 
Forward GGAGGAAACCAAGCGCCAT 
Reverse CTTGACGGCGTGGTAGATGT 
 SOD1 (Invitrogen, USA) 
Forward GTGCAGGTCCTCACTTTAAT 
Reverse CTTTGTCAGCAGTCACATTG 
 
3.2.7. Статистическа обработка на данните 
Получените стойности за изследваните параметри са представени като средна стойност от 
минимум три измервания ± стандартна грешка на средната стойност (Mean ± SEM) или ± 
стандартнoто отклонение (Mean ± SD). Данните са статистически обработени със Student’s t-
тест при ниво на достоверност p<0,05. Обработката на данните е извършена с помощта на 
статистическия софтуерен продукт GraphPad Prism (Ver. 5.0 GraphPad Software, Inc.).  
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4. Резултати 
 
4.1. Сравнителна характеристика на групите доброволци по отношение на базовите 
нива на техните показатели 
4.1.1. Интервенция с ограничаване на калорийния прием 
Биохимични показатели 
Тъй като всички доброволци за тази интервенция бяха подбрани по едни и същи критерии 
(описани в раздела материали и методи), и рандомизирани/разпределени на случаен принцип в 
две отделни групи, важно бе да се отчете дали има значими разлики в първоначалните нива на 
показателите им, за да се проследи хомогенността на групите. Хомогенност и еднаквост на 
групите би дало възможност да се елиминират странични фактори и да се проследи ефекта от 
самата интервенция съотнесен спрямо контролната група.  
Сравнителният анализ на базовите нива на показателите на доброволците, участвали в 
интервенцията с ограничен калориен прием са представени на фигури 1 и 2. В червено на 
графиките са отбелязани доброволците, при които съответния показател е извън референтните 
граници. Отстрани на фигурите е посочен броят доброволци за всяка група, които са извън 
референтни стойности за съответния показател (напр. n=1).  
Статистически значими разлики в базалните нива на биохимичните показатели глюкоза, 
ТАГ, общ, HDL и LDL-холестерол на двете групи доброволци не бяха установени. Хомогенни 
се оказаха групите по отношение и на базовите нива на лептин. 
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Фигура 1. Базови плазмени нива на биохимични показатели и лептин в групите доброволци 
в интервенция с ограничен калориен прием: А) Глюкоза на гладно; Б) ТАГ; В) Лептин; Г) Общ 
холестерол; Д) LDL-холестерол; Е) HDL-холестерол. 
Данните за глюкоза на гладно, ТАГ, общ холестерол, LDL и HDL холестерол са 
представени като средни стойности ± SD, а тези за лептин са представени като средни 
стойности ± SEM.  
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Параметри на оксидативен статус 
От параметрите на оксидативен стрес единствено статистически значима разлика между 
групите се установи за МДА в еритроцитни лизати като той беше статистически значимо по-
висок (р<0,01) в контролната група В. На фигура 2 се вижда, че две от стойностите за МДА в 
еритроцити в група В са много по-високи от другите и дори да предположим, че това се дължи 
на грешки при измерването и да ги изключим от анализа, все още се запазва статистическата 
значимост на разликите между двете групи, макар и тя да е по-малка (р<0,05).  
 
Фигура 2. Базови нива на параметри на оксидативен статус в групите доброволци в 
интервенция с ограничен калориен прием: А) МДА в плазма; Б) МДА в еритроцитни лизати; В) 
Глутатион в еритроцитни лизати; Г) Тотални тиоли в плазма; Д) Липидни пероксиди в плазма; 
Е) 8-isoPGF2α в урина; Ж) 8-OHdG в плазма; З) 8-OHdG в урина; И) 8-OHdG в PBMC.  
Данните са представени като средните стойности за всяка група доброволци ± SEM. 
*p<0,05  
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4.1.2. Интервенция с добавен компонент към обичайната диета 
Преди стартиране на интервенцията с добавен компонент към обичайната диета – чай от камшик, 
бе направен анализ на полифенолното съдържание на чая, неговата антиоксидантна активност и 
относителния дневен прием на полифеноли с чая, данните за което са показани в таблица 4. 
Таблица 4. Съдържание на тотални полифеноли и антиоксидантен капацитет на чай от 
камшик. 
 Концентрация  Съдържание 
(mg/g сухо тегло) 
Дневен прием 
(mg/200ml чай) 
Съдържание на 
тотални полифеноли 
1,58 ±0,04mM QE 42,78 ±0,94 106,94 ± 2,34 
Общ антиоксидантен 
капацитет 
6,61 ± 0,09 mM 
UAE 
– – 
Данните са представени като средни стойности ± SEM.  
Антропометрични показатели 
Данните за възраст, пол, тегло, ръст и свързаните показатели, като ИТМ и съотношение 
талия/ханш за групите доброволци са представени в таблица 5.  
За да разпределим доброволците в две групи според техните стойности за ИТМ, измерихме 
тегло и ръст и изчислихме ИТМ като съотношение от телесното тегло в килограми към 
височината в метри на квадрат (кг/м2). Следвайки критериите на СЗО, участниците бяха 
разпределени в групи с нормално тегло – ИТМ под 25 (ИТМ<25) и такива с наднормено тегло – 
с ИТМ равен или по-голям от 25 (ИТМ≥25) ("BMI Classification". Global Database on Body Mass 
Index. World Health Organization. 2006). Извършеният статистически анализ потвърди 
значителната разлика в стойностите за ИТМ между двете групи (р<0,001). Групите се 
различават достоверно и по отношение на тегло (р<0,001) и диастолно кръвно налягане 
(р<0,001).  
Таблица 5. Базови разлики в антропометричните показатели на изследваните доброволци 
измерени преди интервенцията (Ден 0).  
Показател 
ИТМ≤25 ИТМ>25  
n=20 n=17 P value 
Пол (мъж/жена) 1/19 2/15  
1Възраст (години)  25,31 (19-51г.)  39 (20-60г.)   
1Ръст (m)  1,65 (1,50-1,82м ) 1,65 (1,55-1,78 м)  
1Тегло (kg)  57,77±7,4 78,59±17,58 *** 
2
 ИТМ (kg/m2) 21,23±0,39 28,83±1,29 *** 
2
 Талия/Ханш 0,71±0,01 0,752±0,02 NS 
2Кръвно налягане - систолично (mmHg) 110,22±3,09 116,56±1,56 NS 
2 Кръвно налягане - диастолично (mmHg) 72,83±2,06 80,63±1,88 ** 
1. Данните са представени като средни стойности ± SD 
2. Данните са представени като средни стойности ± SEM 
**р<0,01; ***p<0,001 спрямо базовите стойности измерени преди началото на изследването 
за съответната група. Легенда: ИТМ, индекс на телесната маса. 
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Биохимични показатели 
Измерени бяха биохимични показатели в двете групи доброволци, данните за които са 
представени на фигура 3. Установена беше значителна разлика в плазмените концентрации на 
глюкоза (р<0,001) и ТАГ (р<0,01) между двете групи доброволци. Стойностите за тези 
показатели бяха, съответно с около 10% и 37% по-високи в групата с ИТМ≥25. В червено на 
графиките са отбелязани доброволците, при които съответния показател е извън референтните 
граници. Отстрани на всяка фигура е посочен броят доброволци за всяка група, които са извън 
норма за съответния параметър (напр. n=1). 
 
Фигура 3. Базови плазмени нива на биохимични показатели в групите доброволци в 
интервенция с добавен компонент към обичайната диета: А) Глюкоза на гладно; Б) ТАГ; В) 
Общ холестерол; Г) HDL-холестерол; Д) LDL-холестерол. 
Данните са представени като средни стойности за всяка група доброволци ± SD в 
началото (ден 0) на изследването.  
**p<0,01; ***p< 0,001 
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Параметри на оксидативен статус 
Като параметри на оксидативен статус бяха измерени антиоксидантен статус и пламените 
нива на тотални тиоли и глутатион. Резултатите от измерванията са представени на фигура 4. 
Не бяха установени разлики в тези стойности между групите с нормално тегло (ИТМ<25) и 
наднормено тегло (ИTM≥25).  
 
 
Фигура 4. Базови нива на плазмени параметри на оксидативен статус в групите доброволци 
в интервенция с добавен компонент към обичайната диета: А) Глутатион; Б) ТАС; В) Тотални 
тиоли.  
Данните са представени като средните стойности за всяка група доброволци ± SEM. 
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Нива на адипокини и възпалителни протеини 
Резултатите от измерването на плазмените концентрации на адипокините лептин, 
адипонектин и на възпалитените фактори IL-6 и CRP в двете групи доброволци преди началото 
на интервенцията (Ден 0) са представени на фигура 5. Установена беше статистически значима 
разлика в концентрациите на лептин (р<0,01) и CRP (р<0,05) между двете групи доброволци, 
като усреднено стойностите в групата с ИТМ≥25 бяха, съответно с 200% и 239% по-високи от 
тези на групата с нормално тегло. Плазмените нива на адипонектин и IL-6 в групата с ИТМ≥25 
се различаваха с около 32% и 22%, съответно, спрямо тези на група с ИТМ>25, но разликата е 
без статистическа значимост. Изчислена беше висока степен на корелация между стойностите 
за ИТМ и плазмените нива на лептин (r=0,65 в групата с ИТМ<25 и r=0,72 в групата с ИТМ>25) 
и на CRP (r=0,62 в групата с ИТМ<25 и r=0,72 в групата с ИТМ>25).  
 
 
Фигура 5. Базови плазмени нива на адипокини и възпалителни фактори в групите 
доброволци в интервенция с добавен компонент към обичайната диета: А) лептин; Б) 
адипонектин; В) CRP; Г) IL-6.  
Резултатите са представени като средни стойности, измерени в Ден 0 преди 
интервенцията за съответната група доброволци ± SEM.  
*p<0,05; **p< 0,01 
А. Б. 
В. Г. 
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Експресия на гени в изолирани PBMC 
За оценка на разликите в групите по отношение на профила на генна експресия на техните 
PBMC, направихме сравнителен анализ на нивата на иРНК за IL-6, IL-1β, GCLc и SOD1 в двете 
групи доброволци, резултатите от които са представени в таблица 6. Показани са резултатите за 
групата с ИТМ≥25, нормализирани спрямо тези на групата с ИТМ<25, чиито стойности, в 
случая, се приемат за единица. Не беше установена значителна разлика в нивата на иРНК за 
изследваните гени между двете групи доброволци.  
Таблица 6. Нива на иРНК за IL-6, IL-1β, GCLc и SOD1 в нестимулирани с LPS PBMC, 
изолирани от доброволци с наднормено тегло (ИТМ≥25) преди интервенцията с добавен 
компонент към обичайната диета.  
 
Данните са представени като относителни единици (RU) RU ± SEM. Нивата на иРНК за 
съответните гени са нормализирани спрямо тези на групата с нормално тегло (ИТМ<25), 
което се приема за единица.  
 
Обсъждане  
Отчитайки голямото значение на правилното разпределение на доброволците в групите при 
интервенциите с намален калорийния прием и тази с добавен компонент към обичайната диета 
проведохме сравнителни анализи на някои техни показатели с цел оценка на правилния подбор 
на групите.  
За да докажем, че доброволците са правилно рандомизирани и групите, включени в 
интервенцията с ограничаване на калорийния прием са хомогенни, беше проведен анализ за 
сравнение на ниватата на техните биохимични показатели, лептин и параметри на 
оксидативния статус. Доказването липсата на значими разлики в тези показатели между 
групите би ни позволило да тълкуваме получените резултати съотнесено към ефекта от 
интервенцията или от ОГТТ. За проверка на правилния подбор на групите в интервенцията с 
добавен компонент към обичайната диета беше проведен сравнителен анализ на 
антропометричните характеристики, ниватата на техните биохимични показатели, параметри 
на оксидативния статус, адипокини и възпалителни фактори,а също така и на нивата на генна 
експресия на кръвни клетки, изолирани от доброволците. Доказването на значими разлики в 
тези показатели би ни позволило да тълкуваме получените резултати във връзка с ефекта от 
интервенцията или от LPS стимулиране на възпалителен отговор съотнесено към различията в 
тези групи.  
Може да се твърди, че по отношение на плазмени нива на глюкоза, липиден профил, 
повечето антиоксидантни показатели и лептин доброволците в интервенцията с намален 
калориен прием  са правилно разпределени в групите. Както се вижда и на фигура 1, има 
доброволци, при които някои биохимични показатели са извън референтните граници, като ги 
Ген 
 
Нива на иРНК за група с 
ИТМ≥25 
±SEM P value 
IL-6 1,56 +0,71 / -0,49 NS 
IL-1β 0,73 +0,36 / -0,24 NS 
GCLc 2,00 +1,18 / -0,74 NS 
SOD1 1,27 +0,32 / -0,25 NS 
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надвишават. Наблюдава се, обаче, относително хомогенно разпределение между групите на 
броя доброволци с показатели извън тези граници – доброволци с високи триглицериди, общ 
холестерол и LDL-холестерол се срещат с почти еднаква честота в групи А и В. Най-много са 
стойностите за общ холестерол, които са над референтните граници (45% в група А и 34% в 
група В, съответно).  
При вече проведени предходни изследвания в катедрата по биохимия, молекулна медицина 
и нутригеномика са изолирани и установени високи концентрации на галова, канелена, 
хлорогенова и кафеена киселини във водно-алкохолен екстракт от Аgrimonia eupatoria (Киселова-
Кънева, 2011). 
Agrimonia eupatoria L. е растение, богато предимно на полифеноли. Полифенолната му 
композиция е проучена с цел обяснение на биологичните ефекти на растението (Venskutonis et 
al., 2008; Kiselova et al., 2004) и са установени високи концентрации на танини, флавоноиди и 
фенолни киселини (Correia et al., 2006; Shabana et al., 2003). Посредством различни методи е 
доказана висока корелация между полифенолното съдържание на растението и антиоксидантна 
активност на негови водно-алкохолни ектракти (Correia et al., 2006; Venskutonis et al., 2008; 
Kiselova et al., 2004; Venskutonis et al., 2007).  
При интервенцията с добавен компонент към обичайната диета има две групи доброволци, 
разпределени на базата на изчислен ИТМ за всеки участник. Както става ясно от таблица 5 има 
статистически значими разлики в ИТМ на двете групи (р<0,001). Групите се различават 
достоверно и по отношение на тегло (р<0,001) и диастолно кръвно налягане (р<0,001). 
Следващите измервания на плазмени нива на биохимични показатели, параметри на 
оксидативния стрес, адипокини и възпалителни фактори също доказаха някои статистически 
значими различия между групите. В групата с ИТМ≥25 бяха установени значително по-високи 
нива на глюкозата на гладно (р<0,001) и на ТАГ (р<0,01). Въпреки че стойностите и на двете 
групи са в рамките на референтните граници за всички участници, статистически значимо по-
висока кръвна захар може да се обясни с очаквано по-забавения глюкозен метаболизъм при 
хора с наднормено тегло и затлъстяване, заради по-големия обем мастна тъкан и предполагаемо 
по-слабия глюкозен толеранс (Iozzo, 2015). По-високите нива на глюкоза на гладно са един от 
маркерите, за които знаем, че са показателни при преддиабетни състояния. Разбира се, в случая 
не можем да тълкуваме резултатите в тази връзка, тъй като параметърът е в референтни 
стойности, но се потвърждават базалните разлики в двете групи, което ни дава възможност да 
дискутираме по-нататък влиянието на интервенцията с прием на чай от камшик върху 
глюкозния профил базирано на тази констатация. Установените значимо по-високи нива на 
ТАГ в плазма при доброволците с наднормено тегло е в съответствие с литературните данни за 
очаквано по-високи нива на циркулиращите триглицеридите в плазма на хора с наднормено 
тегло и затлъстяване (Hlúbik et al., 2002).  
Нямаше статистически значима разлика по отношение на другите параметри от липидния 
профил, но за някои доброволци са установени стойности извън референтни граници: за общ 
холестерол (двама с ИТМ<25 и двама с ИТМ≥25) и LDL-холестерол (един с ИТМ<25 и петима 
с ИТМ≥25).  
От фигурите става ясно, че както нивата на лептин (р<0,01), така и нивата на възпалителния 
фактор CRP (р<0,05) са статистически значимо по-високи в групата с наднормено тегло 
сравнено с нивата им при групата с нормално тегло. Известно е, че нивата на лептин корелират 
с обема мастна тъкан и при състояния като наднормено тегло и затлъстяване се очаква той да 
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бъде с по-висока концентрация в кръвта, отколкото при хора с нормално тегло (Ntyintyane et al., 
2009). От друга страна тези състояния са често съпроводени и с нискостепенно възпаление, а 
CRP е един от възпалителните фактори, които се увеличават във връзка с това и установените 
различия в този фактор също могат да се отдадат на по-високия ИТМ в групата (Olefsky et al., 
2010). В нашето изследване също беше установена висока степен на корелация между 
стойностите за ИТМ и плазмените нива на лептин (r=0,65 в групата с ИТМ<25 и r=0,72 в 
групата с ИТМ>25) и на CRP (r=0,62 в групата с ИТМ<25 и r=0,72 в групата с ИТМ>25). 
Горепосочените значими разлики в нивата на двата белтъка между групите доброволци 
допълнително подчертава наличието на различие между групите, което може да се отдаде на 
влиянието на теглото и обема мастна тъкан.  
Известно е, че оксидативният стрес стои в основата на редица състояния като затлъстяване, 
диабет тип 2 и метаболитен синдром (Keane et al., 2015). Въпреки това ние не установихме 
значими разлики в параметрите на оксидативен статус и генната експресия на 
антиоксидантните ензими между двете групи доброволци.  
Известно е, че затлъстяването се характеризира с повишена инфилтрация на макрофаги в 
мастната тъкан (Wellen & Hotamisligil, 2003). Тези макрофаги се предполага, че са основният 
източник на възпалителни медиатори като TNF-α и IL-6, които пречат на адипоцитната 
функция чрез повишаване на възпалителен профил и инхибиране на инсулиновата 
сигнализация (Sethi & Hotamisligil, 1999; Trayhurn, 2005; Suganami & Ogawa, 2010; Zeyda & 
Stulnig, 2007). Въпреки това, нашите измервания не установиха значителна разлика между 
групите по отношение на първоначалните нива на изследваните гени - IL-1β, IL-6, GCLc и 
SOD1.  
 
4.2. Анализ на промяната в нивата на биохимични показатели, параметри на 
оксидативен статус, нива на адипокини и възпалителни фактори в отговор на стресов 
тест, предхождащ интервенциите 
4.2.1. Интервенция с ограничен калориен прием 
За оценка на фенотипната пластичност често се прилагат стресови тестове. В нашето 
проучване като стресов тест беше приложен орален глюкозо-толерантен тест (ОГТТ). Проби 
бяха събирани на гладно в Ден 1, предхождащ деня, в който се провежда ОГТТ (Ден 2) и на 
гладно в Ден 3, последващ деня на провеждане на теста. Проследена беше промяната в 
биохимични параметри, лептин и показатели на оксидативния статус преди провеждане на 
интервенцията с намален калориен прием с цел да се отчетат възможните промени в 
метаболизма, които един такъв тест може да индуцира.  
Биохимични показатели 
Резултатите от измерването на плазмените нива на биохимични показатели и лептин в 
проби, събрани на гладно в предходния и следващия ден от провеждане на ОГТТ преди 
започване на интервенцията с намален калориен прием в двете групи доброволци са 
представени на фиг. 6 и фиг. 7.  
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Установено беше статистически значимо понижение на някои биохимични показатели – 
общ холестерол (р<0,001) и LDL-холестерол (р<0,001) и в двете групи доброволци. Не беше 
установена значителна промяна в нивата на глюкоза на гладно, ТАГ, HDL-холестерол и лептин 
и в двете групи.  
Интересно е да се отбележи, че в група А 18 души са с нива на общия холестерол над 
референтните граници, което представлява 45% от всички участници (n=40) в тази група. От 
тях 7 души нормализират нивата на холестерола след приложения ОГТТ. От всички участници 
в групата общо при 34 души се наблюдава понижение в нивата на този показател, т.е. при 85% 
от групата има фенотипна изява на отговор към теста. Подобен резултат се наблюдава и в група 
В, в която 11 души са със стойности над нормата, т.е. 34,4% от всички участници в тази група. 
След приложения ОГТТ при петима от доброволците се наблюдава понижение в нивата на 
общия холестерол до нормални стойности. При 25 души от всички доброволци на група В 
параметърът се понижава значимо, което означава, че при 78% от тях има фенотипна изява на 
отговор към теста.  
Сходно беше поведението на групите и по отношение промените в нивата на LDL-
холестерола. В група А 7 души (25%) от всички участници в групата се оказаха с нива на 
параметъра над допустимите стойности. От тях само за един участник се установява 
нормализиране на нивата му в деня след проведения ОГТТ. От всички 40 души в група А при 
30 доброволеца LDL-холестеролът се понижава статистически значимо, т.е. при 75% се 
наблюдава фенотипна изява на отговор към теста. В група В 8 участника са с нива на 
показателя над референтните граници (25% от всички в групата) като при 4-ма от тях нивата на 
LDL-холестерола се понижават до нормални стойности. За 24 доброволеца (75%) от всички 32-
ма в групата се отчита фенотипна изява на отговор към ОГТТ представена от значимо 
понижение в нивата на посочения маркер.  
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Фигура 6. Стойности на биохимични показатели преди (Ден 1) и след провеждане (Ден 3) 
на ОГТТ: А-Г) общ холестерол; Д-З) LDL-холестерол. 
Данните в графики А, Б, Д и Е са представени като средни стойности, измерени в 
съответния ден (Ден 1 или Ден 3) ± SD. Данните от графики В, Г, Ж и З. отразяват хода на 
промените в съответните параметри след провеждане на ОГТТ с начална (в Ден 1) и крайна 
точка (в Ден 3) за всеки един участник поотделно.  
***p<0,001 
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Фигура 7. Стойности на биохимични показатели и лептин преди (Ден 1) и след провеждане 
(Ден 3) на ОГТТ: А, Б) Глюкоза на гладно; В, Г) ТАГ; Д, Е) HDL холестерол; Ж, З) Лептин 
Данните за глюкоза на гладно, ТАГ и HDL холестерол са представени като средни 
стойности ± SD, а тези за лептин са представени като средни стойности ± SEM.  
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Изчислена беше промяната в измерените биохимични показатели и лептин в деня след 
проведения ОГТТ (Ден 3), представени в % спрямо първоначалните нива (Ден 1), като 
резултатите са представени на фигура 8. Тенденцията в промяната на показателите в резултат 
от ОГТТ и в двете групи е сходна. Извършен беше t-тест за сравнение на процента промяна на 
стойностите ден 1 спрямо ден 3 между двете групи. Не бяха получени резултати, които да 
доказват различия между двете групи доброволци в промените на техните показатели.  
 
Фигура 8. Промяна на биохимични показатели и лептин в деня след проведения ОГТТ (Ден 
3), представени в % спрямо първоначалните нива (Ден 1) и за двете групи: А) Глюкоза на 
гладно; Б) ТАГ; В) Лептин; Г) Общ холестерол; Д) HDL-холестерол; Е) LDL-холестерол.  
Данните са представени като средните стойности на % промяна за всяка група 
доброволци ± SD. 
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Параметри на оксидативен статус 
Резултатите от измерването на концентрациите на параметри на оксидативния статус в 
проби, събрани на гладно в предходния и следващия ден от провеждането на ОГТТ преди 
започване на интервенцията с намален калориен прием са представени на фигури 9, 10 и 11. 
Установено беше статистически значимо понижение в стойностите за МДА и в двете групи 
(р<0,001 за група А и р<0,001 за група В, съответно). Измерено беше и значително повищение 
на МДА в еритроцитни лизати (р<0,001 за група А) и глутатион в еритроцитни лизати (р<0,01 и 
за двете групи). Не се установиха значими промени в нивата на липидни пероксиди, тотални 
тиоли, 8-isoPGF2α и 8-OHdG в съответните биологични проби.  
 
Фигура 9. Стойности на параметри на оксидативния статус преди (Ден 1) и след 
провеждане (Ден 3) на ОГТТ: А, Б) МДА в плазма; В, Г) МДА в еритроцитни лизати; Д, Е) 
Липидни пероксиди.  
Данните са представени като средни стойности измерени за съответния ден ± SEM. 
**p< 0,01; ***р<0,001  
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Фигура 10. (продължение). Стойности на параметри на оксидативния статус преди (Ден 1) и 
след провеждане (Ден 3) на ОГТТ: А, Б) Глутатион в еритроцити; В, Г) тотални тиоли в плазма; 
Д, Е) 8-isoPG F2α в урина.  
Данните са представени като средни стойности измерени за съответния ден ± SEM. 
**р<0,01 
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Фигура 11. (продължение). Стойности на параметри на оксидативния статус преди (Ден 1) и 
след провеждане (Ден 3) на ОГТТ: А, Б) 8-ОHdG в плазма; В, Г) 8-ОHdG в урина; Д, Е) 8-ОHdG 
в PBMC.  
Данните са представени като средни стойности измерени за съответния ден ± SEM. 
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Изчислена беше промяната в измерените параметри на оксидативен статус в деня след 
проведения ОГТТ (Ден 3), представени в % спрямо първоначалните нива (Ден 1), като 
резултатите са представени на фигура 12. Извършен беше t-тест за сравнение на процента 
промяна на стойностите ден 1 спрямо ден 3 между двете групи. Разликите в промените между 
двете групи бяха без статистическа значимост.  
 
 
Фигура 12. Промяна в параметри на оксидативния статус в деня след проведения ОГТТ 
(Ден 3), представени в % спрямо първоначалните нива (Ден 1) и за двете групи: А) МДА в 
плазма; Б) МДА в еритроцитни лизати; В) Липидни пероксиди в плазма; Г) Глутатион в 
еритроцитни лизати; Д) Тотални тиоли в плазма; Е) 8-isoPGF2α в урина; Ж. 8-OHdG в плазма; З) 
8-OHdG в урина; И) 8-OHdG в PBMC.  
Данните са представени като средните стойности за всяка група доброволци±SD. 
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Обсъждане  
Стресови тестове, базирани например на суплементацията с хранителни или нехранителни 
стимули са конструирани с цел временно извеждане на организма от равновесие. В отговор на 
такива хранителни или нехранителни стресори системата ще се стреми да възстанови 
хомеостаза обикновено в рамките на часове посредством метаболитни и други промени. 
Степента на нарушенията и скоростта, с която се възстановява хомеостаза са индикатори за 
фенотипната пластичност и здравния статут на индивида. Ключова стъпка за подбора на 
биомаркери на фенотипната пластичност е развитието на такива стресови тестове, които да са 
достатъчно ефективни, за да изведат организма от развновесното му състояние и в същото 
ввреме да бъдат достатъчно чувствителни, за да могат да се измерят промените, настъпили 
вследствие от стреса и да се засече възможността и скоростта на възстановяване на 
първоначалните нива на параметрите, които са се променили.  
В интервенцията с намален калориен прием имахме две групи доброволци, които не се 
различават съществено по плазмените нива на класически биохимични показатели, параметри 
на оксидативен статус и лептин. С провеждането на стресов тест (ОГТТ) целта беше да се 
установи дали има различие в групите по отношение на това как се променят тези показатели в 
условия на подобно провокиране.  
Установена беше забележима промяна в отговор към ОГТТ за стойностите на два 
показателя от биохимичния профил. Наблюдава се статистически значимо понижение в нивата 
на общия холестерол с 8,3% в група А (р<0,001) и с 6,7% (р<0,001) в група В, както и в нивата 
на LDL холестерола с 12,8% (р<0,001) в група А и с 9,2% (р<0,001) в група В след провеждане 
на ОГТТ.  
Сравнявайки групите една с друга по % промяна в биохимичните показатели и лептин в 
отговор към ОГТТ (фигура 8) установихме, че групите не се различават в това отношение и 
имат еднакво поведение във връзка с фенотипната изява при отговора към стресовия тест.  
От получените резултати се вижда, че значителни промени има и в стойностите на МДА в 
еритроцити и плазма и на глутатион в еритроцитни лизати. Интересен е наблюдаваният ефект 
върху нивата на МДА. Виждаме, че докато в плазма показателят се понижава стастически 
значимо и в двете групи доброволци (с близо 10%, р<0,01 за група А и с 19%, р<0,001 за група 
В), то в еритроцитни лизати МДА се повишава значително в група А (р<0,001), но не и в група 
В. Това от една страна може да се тълкува и като нехомогенност на групите по отношение на 
промяната в този показател. Трудно е да се обясни противоречивата промяна на показателя в 
двата вида проби. Като цяло МДА е изключително чувствителен на окисление показател. 
Значение за получените стойности могат да имат и фактори като престояването на пробите, 
начините на съхранение, методите, с които се измерва и т.н. Имайки предвид и 
транспортирането на пробите на далечни разстояния, не можем да бъдем напълно сигурни дали 
условията са запазили първоначалните нива на параметъра или са допринесли за допълнителни 
окисления в пробите. 
Като цяло се счита, че МДА в еритроцити е по-надежден показател за оксидативния статус, 
отколкото нивата му в плазма. Наблюдаваното увеличение в нивата му в група А с 35% 
(р<0,001) е показател за увеличен оксидативен стрес в клетките на доброволците вследствие на 
ОГТТ. Такъв ефект, обаче липсва при другата група, където промяната в концентрациите на 
МДА в еритроцитни лизати не се променя на следващия ден след провеждане на ОГТТ.  
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Глутатион в еритроцити също се понижава статистически значимо и в двете групи 
доброволци – със 7% в група А и с близо 12% в група В (р<0,01). Както знаем ОГТТ е силно 
стресов тест, който е съпроводен с възникване на оксидативен стрес и продукция на свободни 
радикали (Miyazaki et al., 2007). Вероятно оксидативният стрес предполага мобилизиране на 
антиоксидантните системи за неутрализирането му. Като един от най-застъпените ендогенни 
неензимни антиоксиданти, глутатионът взема активно участие в процесите на инактивиране на 
АКФ (Jakob and Reichmann, 2013). Считаме, че това е възможно обяснение за значимо 
намалените му нива в еритроцити на доброволците и от двете групи.  
При проведената интервенция с ограничаване на калорийния прием особено важно място 
заема ефектът и отговорът към оралния глюкозо-толерантен тест (ОГТТ). Тъй като знаем, че 
това е един основен стресов тест масово прилаган за оценка на преддиабетни и диабетни 
състояния, приложението му за оценка на фенотипната пластичност е подходящо с оглед 
извеждането на организма от равновесното му състояние и проследяване кога и ефективно ли 
се възстановява хомеостаза, как тестът влияе на параметрите от метаболизма и има ли 
краткосрочен или дългосроченефект върху тяхната промяна. След направената литературна 
справка не бяха открити данни за отчитане на дългосрочен ефект (дни) на ОГТТ върху 
концентрациите на биохимични показатели или маркетри за оксидативен статус. Доколкото ни 
е известно подобно проучване за разликите в отговора към ОГТТ до момента не е провеждано.  
 
4.2.2. Интервенция с добавен компонент към обичайната диета 
Експресия на гени в изолирани PBMC 
Стресовият тест, приложен в интервенцията с добавен компонент към обичайната диета 
представлява стимулирането на PBMC, изолирани от доброволците с бактериални LPS в ex vivo 
условия. За да отчетем базовите реакции на клетките към стимула преди провеждането на 
интервенцията отчетохме промяната в нивата на генна експресия за IL-6, IL-1β, GCLc и SOD1 
след приложение на LPS стимул в Ден 0. Резултатите от анализа на промените в нивата на 
иРНК за посочените цитокини и антиоксидантни ензими са представени на фигура 13.  
Третирането на PBMC от доброволците с нормално тегло с LPS в ден 0 увеличава нивата на 
иРНК на IL-6 близо 14 пъти (p<0,001), а в PBMC от доброволците с наднормено тегло – близо 
2,5 пъти (p<0,05). Третирането на клетките с бактериални LPS увеличава неколкократно и 
статистически значимо нивата и на иРНК на IL-1β. В групата на доброволците с нормално 
тегло нивата на иРНК на IL-1β се увеличиха 3,7 пъти (p<0,001). Ефектът беше по-слаб в групата 
на доброволците с наднормено тегло, при които нивата на иРНК на IL-1β се увеличиха 2,8 пъти 
(p<0,05). Видимо преди интервенцията с прием на чай от камшик третирането на PBMC с LPS 
значително стимулира транскрипцията на GCLc при доброволци с нормално тегло около 5 пъти 
(р<0,001), докато при тези с наднормено тегло индукцията е видима, но статистически 
незначима. Не беше установена значително повлияване на експресията на SOD1 след третиране 
на PBMC с LPS преди интервенцията и в двете групи доброволци.  
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Фигура 13. Нива на експресия на гените за IL-6, IL-1β, GCLc и SOD1 в PBMC, изолирани и 
стимулирани в ex vivo условия с бактериални LPS: А, Б) IL-6; В, Г) IL-1β; Д, Е) GCLc; Ж, З) 
SOD1.  
Данните са представени като средни стойности ± SEM.  
*р<0,05; ***р<0,001 
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Обсъждане  
Основен източник на IL-1α и IL-1β са мононуклеарните фагоцити, фибробласти, 
кератиноцити и Т и В лимфоцити. И двата цитокина имат роля в индукцията на треската. Те 
активират циклооксигеназите (COX) и увеличават синтезата на простагландин E2 (Warren, 
1990), също така стимулират Т клетъчната пролиферация. Има данни от in vitro и in vivo 
изследвания, че IL-1α и IL-1β освен това индуцират и синтезата на С-реактивния протеин 
(CRP), който е белтък от острата фаза на възпалението (Sheldon et al., 1993). 
IL-6 е гликопротеин, продуциран от моноонуклеарните фагоцити, Т клетки и фибробласти 
(Van Snick, 1990; Hirano, 1992; Hirano et al., 1990). Смята се, че той е един стрес-индуциран 
цитокин с разнообразни ефекти върху редица прицелни тъкани. Като един инфламаторен 
медиатор IL-6 стимулира синтезата на протеини от острата фаза (Trayhurn and Wood, 2004). В 
острата фаза на възпалението той действа като растежен фактор за зрелите В клетки и 
стимулира тяхната трансформация в антитяло продуциращи плазмени клетки. Установено е, че 
синтезата на IL-6 се индуцира при редица хронични възпалителни и автоимунни заболявания 
(Hirano, 1992).  
Белите кръвни клетки циркулират из цялото тяло и отговарят на редица ендогенни и 
екзогенни сигнали, заради което редица изследвания, включващи транскриптомни анализи 
обръщат все по-голямо внимание на приложението на PBMC. Предимството им пред други 
видове клетки е, че кръвта е лесно достъпен биологичен материал, особено важно при 
изследвания с хора, PBMC лесно се изолират от пълна кръв и са представител за комплексна 
тъкан, в която могат да се проследят комплексни промени в отговор на стимули (Ngkelo et al., 
2012; Hougee et al., 2005; Jansky et al., 2003). 
Редица проучвания доказват способността на LPS да индуцират продукцията на 
възпалителни фактори като TNF-α, цитокини (IL-6, IL-1β), както в миши клетъчни линии (Frost 
et al., 2002), така и в човешки периферни мононуклеарни клетки (Hougee et al., 2005; Jansky et 
al., 2003) с уточнението, че мишите клетки са по-малко чувствителни на стимула, отколкото 
човешките, което прави последните подходяща тъкан за проучване на възпалителния отговор 
при различни интервенции (Fink et al., 2014). 
Според литературни данни с проведени подобни експерименти TNF-α и IL-1β са първите 
цитокини, които се продуцират от PBMC на здрави доброволци след стимулиране с LPS, 
последвани от IL-6 (Jansky et al., 2003). В експерименти за стимулиране продукцията на 
цитокини в PBMCs са докладвани разнообразни LPS концентрации и времетраене на 
третирането – от 5µg/mL до 10ng/mL; с време на стимулиране от няколко до 24 часа. (Jansky et 
al., 2003; Zhao et al., 2007; Schildberger et al., 2013). В гореспоменатите изследвания 
концентрацията на IL-1β и IL-6 се увеличават значително 4 часа след началото на третиране с 
LPS и дори достигат своя пик в този интервал от време (Jansky et al., 2003). Ето защо и в 
настоящото проучване избрахме да третираме PBMC, изолирани от доброволците за 4 часа като 
оптимално време за отчитане на ефекта от LPS. Клетките бяха инкубирани в хранителна среда, 
съдържаща LPS с концентрация 100ng/mL, отново оптимална според направената литературна 
справка. Нивата на иРНК на IL-1β и IL-6 след 4-часовото третиране са отчетени и представени 
на фигура 13. 
Както може да се види и от графиките в Ден 0 преди провеждане на интервенцията с 
добавен компонент към обичайната диета третирането на клетките с бактериални 
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липополизахариди увеличава неколкократно и статистически значимо нивата на иРНК и на 
двата цитокина, което доказва наличието на индуциран възпалителен отговор в тези клетки.  
Известно е, че оксидативният стрес и продукцията на АКФ са обвързани с възникването на 
възпалителни процеси и продукцията на хемокини и цитокини (Fernández-Sánchez et al., 2011). 
Наблюдаваната индукция на гена за GCLc в група А (р<0,001) вероятно е свързана със 
стимулиране на биосинтезата на глутатион, поради необходимостта от антиоксидантен агент за 
обезвреждане на възникнал евентуален оксидативен стрес при приложението на възпалителен 
стимул.  
 
4.3. Анализ на промените в нивата на биохимични показатели, параметри на 
оксидативен статус, нива на адипокини и фактори на възпалението след интервенциите  
За отчитане ефекта от приложените интервенции бяха измерени и отчетени промените в 
показателите на доброволците.  
4.3.1. Интервенция с ограничен калориен прием 
Биохимични показатели 
Получените резултати за промените в нивата на биохимичните показатели и лептин, 
измерени на гладно след приключване на интервенцията са представени на фигури 14 и 15. В 
края на интервенцията, състояща се в 12-седмичен ограничен калориен прием, бяха измерени 
нивата на глюкоза на гладно, ТАГ, общ холестерол, LDL-холестерол, HDL-холестерол. 
Концентрациите на изследваните показатели бяха сравнени с тези преди започването на 
интервенцията. Като резултат от проведената интервенция беше отчетено статистичски 
значимо понижение на нивата на ТАГ (р<0,01), лептин (р<0,001), общ холестерол (р<0,01) и 
LDL-холестерол (р<0,05) в групата, подложена на калорийна рестрикция. Не беше установена 
значителна промяна в изследваните показатели при контролната група.  
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Фигура 14. Нива на биохимични показатели и лептин след проведената интервенция с 
ограничен калориен прием: А, Б) Глюкоза на гладно; В, Г) ТАГ; Д, Е) Лептин; 
Данните за глюкоза на гладно и ТАГ, са представени като средни стойности за 
съответния ден ± SD, а тези за лептин са представени като средни стойности ± SEM.  
**р<0,01; ***р<0,001 
35 
 
Фигура 15. (продължение). Нива на биохимични показатели и лептин след проведената 
интервенция с ограничен калориен прием: А, Б) Общ холестерол; В, Г) LDL-холестерол; Д, Е) 
HDL-холестерол.  
Данните са представени като средни стойности за съответния ден ± SD  
*р<0,05; **р<0,01 
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В групата, подложена на калорийна рестрикция, преди започване на интервенцията 6 души 
бяха с нива на ТАГ в плазма над референтните стойности. В резултат от интервенцията при 4-
ма от тях показателят влиза в норма. За сравнение в група В също се откриват 5 души с този 
показател извън нормата като при 4-ма от тях след проведената интервенция той влиза в 
референтните граници. Средните стойности на групата, обаче, се промениха статистически 
значимо само в тази, подложена на калорийна рестикция.  
Подобни резултати се наблюдават и при анализа на резултатите за LDL-холестерол. От 8 
души с показателя над нормата в група А при 3-ма от тях той влиза в референтни стойности 
след проведената калорийна рестрикция. В група В, обаче, също се наблюдава подобен 
резултат – от 8 души със стойности над референтните граници, 3-ма от тях са с подобрение в 
нивата на този показател след интервенционния период. Средните стойности, обаче, за 
посочения показател се промениха статистически значимо само за групата, подложена на 
калорийна рестрикция.  
Общият холестерол също се нормализира при 10 доброволеца в резултат от калорийната 
рестрикция от общо 18-те души, които са били със стойности над препоръчителните преди 
интервенцията. Ако сравним с група В, там от 11 души с показателя над нормата при нито един 
нивата му не се нормализират след интервенционния период.  
От общо 40 души в група А, подложена на калорийна рестрикция при 29 (72,5%) се 
понижават нивата на ТАГ в кръвна плазма, при 26 (65%) се понижава LDL-холестеролът, при 
31 (77,5%)  – общият холестерол, а при 37 души (92,5%) се наблюдават значително понижени 
нива на лептин. С други думи, това са доброволците, при които има фенотипна изява на 
отговор към интервенцията.  
На фигура 16 са представени индивидуалните промени в резултат от проведената 
калорийна рестрикция за доброволците от група А на параметрите със статистически значима 
промяна – ТАГ, лептин, общ и LDL-холестерол.  
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Фигура 16.  Нива на биохимични показатели на доброволците от група А преди и след 
интервенцията: А) ТАГ; Б) Лептин; В) Общ холестерол; Г) LDL-холестерол.  
*р<0,05; **р<0,01; ***р<0,001 
 
С червено са отбелязани точките, в които показателят е извън референтните стойности за 
съответния доброволец в указания ден – преди или след интервенцията. Наблюдава се 
понижение на показателите при по-голяма част от доброволците.  
Показатели за оксидативен статус 
Като биохимични маркери за оксидативен статус бяха измерени МДА в плазма и 
еритроцитни лизати, липидни пероксиди в плазма, тотални тиоли в плазма, глутатион в 
еритроцитни лизати, 8-isoPGF2α в урина, 8-OHdG в плазма, урина и PBMC. На фигури 17, 19 и 
20 са представени резултатите от анализа на промянта в нивата на маркерите на оксидативния 
статус след интервенцията с намален калориен прием. От всичките изследвани маркери, 
статистически значими промени се наблюдаваха единствено в нивата на 8-OHdG в PBMC на 
доброволците от групата, подложена на калорийна рестрикция (р<0,05) и МДА в плазма, но в 
контролната група В (р<0,01).  
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Фигура 17. Нива на показателите на оксидативния статус преди и след провеждане на 
интервенцията: А, Б) МДА в плазма; В, Г) МДА в еритроцитни лизати; Д, Е) Липидни 
пероксиди в плазма 
Данните са представени като средните стойности за съответния ден ± SEM. 
**р<0,01 
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Фигура 18. Нива на МДА в плазма на доброволците в двете групи А и В след интервенционния 
период.  
Данните са представени като средни стойности ± SEM.  
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Фигура 19. (продължение). Нива на показателите на оксидативния статус преди и след 
провеждане на интервенцията: А, Б) Глутатион в еритроцитни лизати; В, Г) Тотални тиоли в 
плазма; Д, Е) 8-isoPGF2α в урина.  
Данните са представени като средните стойности за всяка група доброволци ± SEM. 
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Фигура 20. (продължение) Нива на показателите на оксидативния статус преди и след 
провеждане на интервенцията: А, Б) 8-OHdG в плазма; В, Г) 8-OHdG в урина; Д, Е) 8-OHdG в 
PBMC.  
Данните са представени като средни стойности за съответния ден ± SEM. 
*р<0,05 
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4.3.2. Интервенция с добавен компонент към обичайната диета 
Антропометрични показатели 
В таблица 7 са показани демографските данни на участниците в интервенция с добавен 
компонент към обичайната диета – чай от камшик (A. eupatoria) като са посочени данните, 
измерени преди стартирането на интервенцията (Ден 0) и тези измерени след 25-дневния прием 
на чай от камшик (Ден 25).  
Вследствие от приема на чай от камшик за 25-дневен период ИТМ на доброволците се 
понижи и за двете групи, като промяната е с 1,4% (p< 0,001) в групата на нормалното тегло и с 
0,9% (p< 0,05) с наднормено тегло. Разликата в стойностите за ИТМ между двете групи, обаче, 
се запазва статистически значима (р<0,001).  
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Таблица 7. Демографски данни и антропометрични показатели на изследваните доброволци, измерени в началото (ден 0) и в края (ден 25) на 
изследването. 
Показател 
ИТМ≤25  
Промяна 
[%] 
ИТМ>25  
Промяна 
[%] 
n=20 n=17 
Ден 0 Ден 25 Ден 0 Ден 25 
Пол (мъж/жена) 1/19 - 2/15 - 
1Възраст (години)  25,31 (19-51г.)  - 39 (20-60г.)  - 
1Ръст (m)  1,65 (1,50-1,82м ) - 1,65 (1,55-1,78 м) - 
1Тегло (kg)  
57,77±7,4 56,96±7,2 -1,39*** 78,59±17,5
8 
77,91±17,85 -0,87* 
2
 ИТМ (kg/m2) 21,23±0,39 20,94±0,38 -1,39*** 28,83±1,29 28,58±1,32 -0,87* 
2
 Талия/Ханш 0,71±0,01 0,68±0,01 -3,98*** 0,752±0,02 0,753±0,02 0,22 
2Кръвно налягане - 
систолично (mmHg) 
110,22±3,09 112,39±2,41 1,97 116,56±1,5
6 
116,25±3,52 -0,27 
2 Кръвно налягане - 
диастолично (mmHg) 
72,83±2,06 73,91±1,96 1,49 80,63±1,88 78,44±2,27 -2,71 
1. Данните са представени като средни стойности ± SD 
2. Данните са представени като средни стойности ± SEM 
*р<0,05, ***p< 0,001 спрямо базовите стойности измерени преди началото на изследването за съответната група.  
Легенда: ИТМ, индекс на телесната маса. 
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Биохимични показатели  
На фигури 21 и 22 са представени нивата на кръвната захар на гладно, ТАГ, общ 
холестерол, LDL-холестерол и HDL-холестерол на доброволци с ИТМ<25 и ИТМ≥25, 
консумирали чай от камшик за период от 25 дни.  
Кръвната захар на гладно беше значително по-ниска с 18% (p< 0,001) в сравнение с 
началото на интервенцията за групата на наднормено тегло, докато в групата с нормално тегло 
се наблюдава промяна едва с 6,7%, но без статистически значимост. Глюкозата на гладно 
остана в референтни граници и за двете групи.  
Установено беше статистически значимо повишение на плазмените триглицериди с 10,7% 
(p<0,05) в края на интервенцията при доброволците с нормално тегло, но въпреки това нивата 
на показателя останаха в референтни граници. В групата с наднормено тегло показателят също 
се повиши с 6,5%, но без статистическа значимост. Вследствие от интервенцията нивата на 
общия холестерол в плазма почти не се промениха. Той незначително се понижи с 3% в групата 
на нормалното тегло, а в групата на наднорменото тегло се повиши с 0,6%. Промените нямат 
статистическа значимост и стойностите се запазват в референтни граници.  
Стойностите на HDL-холестерола се понижиха и в двете групи – с 4,8% (p<0,01) и 2,1% 
(p<0,05) в групата на нормалното и наднорменото тегло, съответно като стойностите останаха в 
референтни граници.  
LDL-холестеролът също се запази относително непроменен. Той се понижи и в двете групи 
– с 4,4% за доброволците с нормално и с 0,06% за доброволците с наднормено тегло, но без 
статистическа значимост като стойностите остават с референтни граници.  
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Фигура 21.. Нива на кръвната захар и ТАГ при доброволци с ИТМ<25 и ИТМ≥25, преди 
(Ден 0) и след (Ден 25) провеждане на интервенцията  
Данните са представени като средните стойности за съответния ден ± SD.  
*р<0,05; ***p< 0,001  
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Фигура 22. Нива на общ холестерол, HDL-холестерола и LDL-холестерола на доброволци с 
ИТМ<25 и ИТМ≥25 преди (Ден 0) и след (Ден 25) провеждане на интервенцията  
Данните са представени като средните стойности за съответния ден ± SD.  
*р<0,05; **p< 0,01  
 
Параметри на оксидативен статус 
Резултатите от измерването на параметрите на оксидативен статус при доброволците в 
интервенция с добавен компонент към обичайната диета са представени на фигура 23.  
Измерено беше значително увеличение на плазмения антоксидантен капацитет и в двете 
групи доброволци като резултат от 25-дневен прием на чай от камшик. Докато в групата с 
ИТМ<25 промяната е с 6,7% (р<0,01), то в групата с ИТМ≥25 е 10% (р<0,001) спрямо 
първоначалните нива.  
Както се вижда на фигурата, отчетено беше значително понижение на концентрацията на 
тоталните тиоли и за двете групи. За участниците с нормално тегло промяната е с 25,6% 
(p<0,001), а за тези с наднормено тегло – с 27,6% (p<0,001).  
Нивата на глутатион са почти двойно повишени и в двете групи. За участниците с нормално 
тегло промяната е с 58,6% (p<0,001), а за тези с наднормено тегло – 76% (p<0,001).   
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Фигура 23. ТАС, концентрация на тотални тиоли и глутатион в плазма на доброволци с 
ИТМ<25 и ИТМ≥25 преди (Ден 0) и след (Ден 25) провеждане на интервенцията.  
Данните са представени като средните стойности за съответния ден ± SD.  
**p<0,01, ***p<0,001  
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Нива на адипокини и възпалителни протеини 
Като възпалителни маркери в плазма на доброволците бяха измерени нивата на CRP и IL-6, 
а измерените адипокини са лептин и адипонектин. Резултатите от направените измервания и 
анализи са представени на фигура 24.  
След 25-дневния прием на чай от камшик нивата на адипонектин в групата с нормално 
тегло се понижиха с 18% (р<0,001), а в групата с наднормено тегло понижението с 23% е без 
статистическа значимост.  
Нивата на лептин в плазма се повишават с 25% в групата с нормално тегло (р<0,05), докато 
в групата с наднормено тегло повишението със 17,3% е без статистическа значимост.  
Нивата на CRP се повишиха с 9,6% в групата с нормално тегло и с 25,9% в групата с 
наднормено тегло, а нивата на IL-6 се повишиха с 6,9% в групата с нормално тегло и се 
понижиха с 10% при доброволците с наднормено тегло, като промените и в двата показателя са 
без статистическа значимост.  
 
 
Фигура 30. Нива на лептин, адипонектин, CRP и IL-6 в плазма от доброволци с ИТМ<25 и 
ИТМ≥25 преди (Ден 0) и след (Ден 25) провеждане на интервенцията.  
Данните са представени като средните стойности за съответния ден ± SD.  
*р<0,05, ***р<0,001 
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Експресия на гени в изолирани PBMC 
На фигура 25 са представени резултатите, отразяващи промяната в генната експресия на 
PBMC на доброволците след 25-дневния прием на чай от камшик.  
След направените анализи не установихме разлика в нивата на иРНК за цитокините и GCLc 
при контролните, нетретирани с LPS клетки, сравнено преди и след интервенцията и при двете 
групи доброволци. Единствената статистически значима промяна (р<0,05) се наблюдава по 
отношение на SOD1 при доброволците с нормално тегло, където експресията в контролните, 
нетретирани клетки се понижават значително след 25-дневния прием на чай от камшик. Прави 
впечатление, макар промените да са незначителни, че средните стойности за групата с ИТМ<25 
имат тенденция за повишаване като резултат от интервенцията, а тези в групата с ИТМ≥25 да 
се понижават.  
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Фигура 25. Нива на иРНК в PBMC на доброволци с ИТМ<25 и ИТМ≥25 преди (Ден 0) и след 
(Ден 25) провеждане на интервенцията: А, Б) IL-6; В, Г) IL-1β; Д, Е) GCLc; Ж, З) SOD1. 
Данните са представени като средните стойности за съответния ден ± SD.  
*р<0,05 
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Обсъждане  
Както се вижда от фигурите 14, 15 и 16 , в интервенцията с намален калориен прием 
статистически значимо понижение се наблюдава за нивата на ТАГ, лептин, общ холестерол и 
LDL-холестерол и то само в група А. Такива промени липсват в контролната група В. 
Основавайки се на тези резултати можем да твърдим, че интервенцията с калорийна рестрикция 
повлиява благоприятно липидния профил и нивата на лептин в плазма на хора с наднормено 
тегло, което потвърждава и други предварителни изследвания в тази връзка (Bhalchandra et al., 
1977; Fontana et al., 2004). Понижението в нивата на двата вида холестерол би могло да се 
отдаде и на суплементирането на група А с >18г фибри/ден, за които е известно, че имат 
холестеролопонижаващо действие (Hollænder et al., 2015). Освен това, калорийната рестрикция 
доведе до намаляване на теглото и обема мастна тъкан при доброволците от група А (данните 
за промяна в теглото не са представени). Това, вероятно е и причината за редукцията в нивата 
на лептин, за който е известно, че корелира с обема мастна тъкан.  
От направените изследвания и анализи се установи, че интервенцията с ограничен калориен 
прием не оказва значително влияние върху параметрите на оксидативния статус. Единствено 
статистически значимо понижение (р<0,05) се наблюдава за нивата на 8-OHdG в PBMC след 3-
месечна калорийна рестрикция, което ни показва, че окислението на ДНК в кръвните клетки 
значително е намаляло вследствие от интервенцията. Нямаше промяна в нивата на показателя в 
другите видове проби – плазма и урина.  
Смятаме, че 8-OHdG в PBMC е по-надежден показател за окислението на ДНК, тъй като в 
плазма и урина се мерят общи нива на оксислените бази, както в свободни нуклеотиди, така и 
инкорпорирани в ДНК. Източник за окислените бази, които се откриват в плазма биха могли да 
бъдат различните тъкани и съответно да са освободени в плазма от живи или апоптични клетки. 
Следователно всеки път източникът на базите ще варира и оценката на степента на окисление 
на базите ДНК няма да е обективна. Голяма част от 8-OHdG попадат от плазма в урина, с която 
се екскретират. За по-точна оценка на нивата на показателя следва да се направи подробен 
анализ на общото количество, което се екскретира в 24-часова урина, което да се съотнесе към 
нивата му в плазма. Когато измерваме нива на 8-OHdG в PBMC знаем, че изолираме само един 
вид клетки, представител за комплексна тъкан. Освен това посредством рестриктазни методи 
нарязваме интактната ДНК, изолирана от тези клетки на отделни бази и мерим нивата на 
окислените бази, които са били инкорпорирани в нея. Следователно това дава по-ясна и точна 
представа как са се променили нивата на окисление на базите в ДНК, тъй като всеки път 
проследяваме нивата на инкорпорираните в интактна нуклеинова киселина бази и използваме 
една и съща тъкан като източник на ДНК за анализа на нивата на 8-OHdG.  
Интересен е фактът и че МДА в плазма намалява (р<0,01) в края на този период само в 
контролната група В, но не се променя в група А, подложена на калорийна рестрикция. Бихме 
очаквали, че при калорийна рестрикция организмът мобилизира по-голямо количество от 
нормалното липидни запаси, при което свободните циркулиращи мастни киселини в плазма се 
увеличават (Kersten et al., 2009), което увеличава и вероятността за тяхното окисление. В нашия 
случай продуктите от липидна пероксидация се запазват относително непроменени в групата 
подложена на калорийна рестрикция, но понижението на МДА в плазма при контролната група 
може да се предполага, че е свързано с по-ниските нива на свободни ВМК в плазма.  
При провеждане на анализ за сравнение на разликите в нивата на МДА в двете групи 
доброволци след интервенционния период виждаме, че нивата на показателя са значително по-
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ниски в контролната група (фигура 18). Това донякъде подкрепя предположенията ни за по-
висока степен на липидна пероксидация при калорийна рестрикция в сравнение с хора на 
еукалорийна диета.  
In vitro изследвания сочат наличието на множество и разнообразни действия на 
полифенолите, сред които: антимикробно (Rauha et al., 2000; Taguri et al., 2006), антивирусно 
(Perez, 2003), антимутагенно (Grimmer et al., 1992), противораково (Lazarou et al., 2007), 
противовъзпалително (Dos Santos et al., 2006), антипролиферативно (Matito et al., 2003), 
вазодилатиращо (Padilla et al., 2005). 
При изследваните доброволци в интервенцията с добавен компонент към обичайната диета 
кръвната захар остана в референтни граници, но както се вижда на фигурата стойностите бяха 
статистически значимо понижени в групата с ИТМ≥25. Това предполага евентуална подобрена 
инсулинова чувствителност или увеличен глюкозен толеранс, който е изследван при предишни 
експерименти с моделни животни (Gray and Flatt, 1998; Swanston-Flatt et al., 1990; Jung et al., 
2006). Някои автори отдават това действие на билката на високото му полифенолно 
съдържание и идентифицирани отделни съставки с глюкозопонижаващо действие (Cehn et al., 
2010).  
За много растения се знае, че притежават глюкозопонижаващ потенциал, защото фенолните 
киселини, които се съдържат в тях са способни да стимулират инсулино-зависимия глюкозен 
транспортьор GLUT-4, характерен за мастна и мускулна тъкан. Доказано в in vitro и in vivo 
изследвания активни компоненти с такъв ефект са например галовата киселина (Prasad et al., 
2010), кафеената киселина (Junget al., 2006) и др. Знае се, че и някои производни на канелената 
киселина увеличават серумните концентрации на адипонектина, който корелира позитивно с 
инсулиновата чувствителност (Ohara et al., 2009). Лутеолинът, например, увеличава 
инсулиновата чувствителност на адипоцити като стимулира експресията на PPARγ (Ding et al., 
2010). 
Вече доказаното глюкозо-понижаващо действие на полифенолите се потвърждава и в 
настоящата интервенция. Известно е, че камшикът е изключително богат на полифеноли като 
Cehn и съавтори в свое изследване през 2010г. успяват да изолират активните компоненти, 
допринасящи за хипогликемичните свойства на чая, сред които урсолова киселина и нейни 
производни, апигенин, лутеолин, камферол и др. Приложението му при захарна болест е 
широко известно в традиционната медицина, като потенциала му за противодиабетно действие 
е доказано в някои изследвания с моделни животни (Gray and Flatt, 1998; Swanston-Flatt et al., 
1990), които демонстрират инсулиноподобно действие на билката, изразено в 
антихипергликемично и стимулиращо инсулиновата секреция активност. В настоящото 
изследване можем да отдадем статистически значимото понижение в кръвната глюкоза на 
гладно на гореспоменатите активни компоненти в чая от камшик. В предходно пилотно 
проучване на ефектите от приема на чая, проведено в катедрата по биохимия, молекулна 
медицина и нутригеномика не се открива статистически значима промяна в нивата на кръвната 
захар, но трябва да се отбележи, че там всички доброволци, включени в изследването са здрави 
и с нормално тегло (Ivanova et al., 2013). Вероятно характерния за здрави хора с нормално тегло 
ефективен глюкозен метаболизъм няма потенциал за промяна/подобрение, тъй като 
функционалната мастна тъкан е способна да „изчиства“ и метаболизира глюкозата от кръвта (в 
глицерол-3-фосфат, нужен за естерификацията на свободните мастни киселини за синтез на 
триглицериди) и това се асоциира със системна инсулинова чувствителност (Ng et al., 2012). 
Докато наднорменото тегло и затлъстяването предполага по-голям обем висцерална и 
подкожна мазнина, което е причина за системна инсулинова резистентност, доказано в редица 
53 
 
изследвания (Gregoire et al., 1995; Gray & Vidal-Puig, 2007; Pasaricaet al., 2008; Virtanen et al., 
2002; Iozzo, 2015). Увеличеният обем мастна тъкан, акумулацията и уголемяването на 
адипоцитите се разглежда като резултат от позитивен енергиен баланс, в резултат от който 
адипоцитите достигат максималния си капацитет да консумират глюкоза и следователно 
мастната тъкан постепенно се превръща в нефункционален орган, който инфилтрира 
макрофаги (Weisberg et al., 2003; Xu et al., 2003; Chen et al., 2005; Weisberg et al., 2006), които от 
своя страна започват да секретират цитокини (TNF-α, IL-6 и IL-1β). Възпалителният процес има 
не само локално влияние върху инсулиновата чувствителност на адипоцитите, но секретирайки 
се в кръвта циркулиращите цитокини упражняват ендокринен ефект, предизвиквайки системна 
инсулинова резистентност (Hotamisligil et al., 1993; Cai et al., 2005; Shoelson et al., 2003).  
Настоящото проучване потвърди получените в предварителното пилотно проучване на 
ефектите от приема на чай от камшик върху здрави и слаби доброволци резултати, при което 
също се наблюдаваше подобен ефект върху нивата на плазмените триглицериди, но там 
статистическа значимост не се открива (Ivanova et al., 2013).  
Предварително направени проучвания на ефекта от суплементиране с екстракти от камшик 
върху плъхове доказа стимулиране генната експресия на пероксизом пролифератор-активиращ 
рецептор гама (PPARγ) (Иванова, 2013), който има отношение към адипогенезата и се знае, че 
стимулира диференциация на адипоцити (Rosen et al., 2002) и съответно синтезата на ТАГ. Знае 
се, че PPARγ е активен в много тъкани, включително и в адипоцити и черен дроб. При 
проведени in vitro (Schadinger et al., 2005) и in vivo (Yu et al., 2003) изследвания се установява, 
че индуцираната генна експресия на PPARγ в черен дроб е свързана и с индукция на синтезата 
и акумулирането на ТАГ в хепатоцити.  
Дали горепосочените ефекти са приложими и за хора, имат ли отношение към повишаване 
синтезата на ТАГ и в черен дроб и освобождаването му по-нататък в плазма, т.е. повишена 
секреция на VLDL все още не може да се даде еднозначен отговор. Разясняването на причините 
и механизмите на триглицеридо-повишаващия ефект в плазма изисква допълнителни анализи и 
проучване. 
Според някои автори ефектът на определени билкови екстракти или компоненти върху 
нивата на триглицеридите може да се отчете най-ефективно при доброволци с показатели извън 
нормите. Така например, Rideout и съавтори твърдят, че при провеждане на интервенции с цел 
търсене на ефекта на растителни фитостероли върху плазмените триглицериди е най-удачно 
подбора на кохорта с хипертриглицеридемия (Rideout et al., 2015). Това е друг фактор, който 
трябва да се взема под внимание при провеждане на интервенции с цел изясняване ефекта и 
механизмите на въздействие на определен компонент или диета върху липидния профил – 
целовата кохорта и интер- и интраиндивидуалните вариации на изследвания показател, както и 
метаболизма му в норма и патология.  
Наблюдаваният резултат в промяната нивата на HDL-холестерола е с противоречив на 
предварителното проучване характер, тъй като при предходното изследване на ефекта от 
приема на чай от камшик HDL-холестеролът се бе повишил статистически значимо при 
доброволците (Ivanova et al., 2013).  
Предвид доказаната in vitro антиоксидантна активност на различни екстракти от билката, 
резултатът, показващ увеличен антиоксидантен капацитет на плазма при двете групи 
доброволци е очакван. и е в съответствие с литературните данни и предходни изследвания 
(Mejia et al., 2009; Bogdanski et al., 2012; Ivanova et al., 2013). Такъв ефект на билката е 
54 
 
установен и в предишното, пилотно проучване, което включва здрави доброволци с нормално 
тегло (Ivanova et al., 2013). Докладвана е, също така, високата in vitro антиоксидантна активност 
на различни екстракти от билката (Ivanova et al., 2005; Ivanova et al., 2011; Kiselova et al., 2004; 
Venskutonis et al., 2007; Venskutonis et al., 2008). Самите полифеноли действат като 
антиоксиданти като директно свързват и обезвреждат АКФ в in vitro условия, или индиректно 
чрез стимулиране на антиоксидантни ензими или ензими, участващи в синтезата на 
антиоксиданти (глутамат-цистеин лигаза) in vivo и in vitro (Kobayashi et al., 2009), или чрез 
инхибиране на прооксидантни ензими (Frei and Higdon, 2003).  
Една основна част от общия белтък се представлява от тиоловите белтъци, които в 
настоящото изследване се понижават значително (фигура 23). Тиоловите белтъци съдържат 
свободни  SH-групи в молекулата си, с помощта на които редуцират свободни радикали в 
средата и са широко използван маркер за изменения в редокс баланса на организма. При 
наличие на свободни радикали много от SH-групите биха се окислили, в т.ч. и глутатиона като 
един тиолов белтък. Това, което се наблюдава при тази интервенция, обаче, е с противоречив 
характер. Значителното понижение в нивата на тоталните белтъци съпроводено със значително 
повишение в нивата на глутатион ни кара да търсим други причини за несинхронизираната 
промяна в нивата на двата вида маркери. Обикновено абсорбираните растителни полифеноли 
допринасят за поддържането на редуцирано състояние на тиоловите групи. Но в наблюдавания 
случай тоталните тиоли са значително по-ниски. Вероятно някои съединения, съдържащи се в 
екстракта от камшик имат специфичен ефект върху тиоловия баланс в плазма.  
Има данни, че полифенолите като екзогенни съединения, попадайки в организма се 
метаболизират като ксенобиотици. Знае се, че те основно се подлагат на  конюгация, както в 
тънки черва, така и в черен дроб (Calaniet al., 2012; Manach et al., 2004). Във фаза II от 
ензимната детоксификация конюгацията на някои полифеноли се осъществява с помощта на 
глутатион-трансферази и основен донор на групи за конюгиране е глутатионът (Barnes et al., 
2011). Вероятно засилен метаболизъм на полифенолите би довело до намалени/изчерпани 
запаси от глутатион, което от своя страна логично би стимулирало синтезата на повече 
глутатион.  
Както знаем, полифенолите са съединения, които могат директно да взаимодействат с 
белтъци, транскрипционни фактори и др. В този ред на мисли има данни, че те имат 
способността да модулират и генната експресия. Друго възможно обяснение за увеличените 
нива на глутатион може да бъде стимулирането на ензима, отговорен за синтезата на глутатион 
– глутамат-цистеин лигаза (GCL). Подобни данни за индукция на GCL от екстракти, богати на 
полифеноли в in vitro изследвания се откриват  за някои билки, в т.ч. и за камшика (Ivanova et 
al., 2013; Liu et al., 2008).  
Тъй като нямаше отчетлива, корелираща и сравнима промяна в нивата на тотални тиоли и 
глутатион, интервенцията доказа антиоксидантния отговор при доброволците чрез измерване 
на плазмения им антиоксидантен капацитет. Така установените значими и отчетливи промени в 
този показател ни позволяват да го разглеждаме като биомаркер, приложим за детекция на 
антиоксидантния капацитет в хранителни интервенции със здрави доброволци, които гъвкаво 
отговарят на промени на околната среда, в частност промените в диетата.  
Полифенолите се откриват в редица растения, прилагани в ежедневната диета (Bravo, 1998; 
Chung et al., 1998; Crozier et al., 2000). В допълнение към добре известните им антиоксидантни 
ефекти те са известни и с противовъзпалителната, противодиабетна активност и други 
55 
 
(Narayana et al., 2001; Panickar et al., 2011). Противовъзпалителното действие на камшик е 
демонстрирано чрез инхибиторния им ефект върху продукцията на проинфламаторни цитокини 
като TNF α и IL-6 в модели на възпаление при клетъчни култури (Bae et al., 2010; Kiselova-
Kaneva, 2013). 
Цитокините TNFα, IL-1β и IL-6 играят важна роля при инициирането и трансмисията на 
възпалителния отговор. Освен това, посредсвом in vitro и in vivo проучвания се доказва, че те 
индуцират синтезата на CRP, протеин от острата фаза на възпалението, продуциран при 
инфекции и възпаление (Sheldon et al., 1993). В проведената интервенция с чай от камшик не се 
наблюдаваха статистически значими промени в нивата на IL-6 и CRP в плазма. Освен това при 
измерване нивата на генна експресия на циотикините IL-1β и IL-6 в PBMC (фигура 25) и на 
двете групи доброволци също не се наблюдаваха статистически значими промени в нивата им 
след приема на чай в продължение на 25 дни. Тези ефекти биха могли да се обяснят със 
способността на организма да поддържа относителна хомеостаза, демонстрирайки буферен 
капацитет на тялото като отговор към външни влияния, включително и към диетата. Тъй като 
доброволците, включени в интервенцията са клинично здрави индивиди, не се очакваше 
отчитане на статистически значими промени в остро-фазовите проинфламаторни фактори. 
Техните стойности останаха в допустимите граници, дори и за групата с ИТМ≥25.  
В допълнение към горе изброените ефекти се знае, че IL-6 е антагонист за секрецията на 
адипонектин (Fonseca-Alaniz et al., 2007). Адипонектинът е познат с мощното си 
противовъзпалително действие, както и със способността си да инхибира продукцията на 
свободни радикали (Sánchez et al., 2005). Високите нива адипонектин се асоциират с по-висока 
инсулинова чувствителност (Qiao and Shao,2006). Докато високите нива на лептин позитивно 
корелират със затлъстяването и метаболитен синдром (Ntyintyane et al., 2009), както и с 
повишаването на нивата на CRP, т.е. провъзпалителен ефект (Steffes et al., 2006). Лептин се 
продуцира главно от адипоцити пропорционално на обема на мастната тъкан и при възпаление 
повлиява директно макрофагите като повишава фагоцитната им активност и продукцията на 
свободни радикали.  
Интервенцията с прием на чай от камшик доведе до значително понижение на ИТМ и 
противно на очакванията до повишение в нивата на лептин при групата с нормално тегло, а 
адипонектинът се понижи значително в същата група доброволци. След интервенцията в 
групата с ИТМ<25 степента на корелация между ИТМ и плазмените нива на лептин и CRP се 
понижи от r=0,65 на r=0,52 и от r=0,62 на r=0,40, съответно. В групата с ИТМ≥25 се установи 
понижена степен на корелация между ИТМ и нивата на CRP от r=0,72 на r=0,44, докато 
промяна в степента на корелация между ИТМ и лептин за същата група не се установява.  
Интервенцията нямаше ефект върху генната експресия на PBMC. Единствената 
статистически значима промяна е понижението в нивата на SOD1 (р<0,05) след 25-дневния 
период. Вероятно богатият на полифеноли и с висока антиоксидантна активност чай от камшик 
компенсира нуждата от синтез на повече антиоксидантен ензим SOD1. Въпреки, че промените 
в двете групи по отношение експресията на изследваните гени след приема на чай са 
незначителни, можем да отбележим, че средните стойности за групата с ИТМ<25 имат 
тенденция за повишаване като резултат от интервенцията, а тези в групата с ИТМ≥25 – за 
понижение. По-задълбочени проучвания в тази посока биха хвърлили допълнителна светлина 
върху евентуални имуномодулаторни свойства на компоненти от билката и механизма им на 
действие при хора с нормално или наднормено тегло.   
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4.4. Анализ на промяната в нивата на биохимични показатели, параметри на 
оксидативен статус, нива на адипокини и възпалителни фактори в отговор на стресов 
тест след интервенциите 
4.4.1. Интервенция с ограничен калориен прием 
Както установихме при анализа на базовите отговори към ОГТТ двете групи доброволци не 
се различаваха по отношение промените в биохимичните им показатели, лептин и параметри на 
оксидативния статус (с изключение на МДА в еритроцити). За да проверим как калорийната 
рестрикция повлиява отговора към ОГТТ проследихме промяната в тези показатели при 
приложението на стресовия тест след интервенцията.  
Биохимични показатели 
Както установихме по-рано, в отговор на стресовия ОГТТ тест биохимичните показатели, 
които се променят статистически значимо са общият и LDL-холестеролът. Беше доказано, че и 
в двете групи доброволци тези показатели се пормянт в еднаква степен, като се понижават 
значително в деня, последващ теста.  
За да проверим има ли влияние калорийната рестрикция върху отговора към ОГТТ 
анализирахме промените в нивата на общия и LDL-холестерола при приложение на теста след 
интервенционния период. Резултатите са представени на фигура 26. След интервенцията с 
ограничаване на калорийния прием установихме същата тенденция за промяна на тези 
показатели след прилагане на ОГТТ. Както се вижда и на фигурите общия холестерол намалява 
статистически значимо и в двете групи доброволци (р<0,05) в деня след проведен стресов тест. 
По същия начин се наблюдава значително понижение в нивата на LDL-холестерола както в 
група А (р<0,01), така и в група В (р<0,05).  
На фигурата са представени индивидуалните промени в общия и LDL-холестерол в двете 
групи за придобиване на по-ясна представа за хода на промените, настъпили при приложения 
ОГТТ след интервенцията. С червено са отбелязани точките, в които показателят е извън 
референтни стойности за съответния доброволец в указания ден. От доброволците в група А 13 
души са със стойности на общия холестерол над референтните граници, а след ОГТТ при 8 
души нивата му се понижават до нормални стойности, а общо при 23-ма (57,5%) наблюдаваме 
изява на фенотипен отговор към теста в сравнение с 85% от доброволците, при които нивата на 
показателя бяха понижени при прилагане на ОГТТ преди интервенцията. В група В от 15 души 
при 4-ма стойностите на показателя се нормализират, а общо нивата на показателя се 
понижават при 20 души (62,5%). По отношение на LDL-холестерола в група А се откриват 7 
души със стойности над нормите като при 5-има от тях нивата намаляват до нормалните след 
проведен ОГТТ. От всички участници в групата при 27 души (67,5%) наблюдаваме фенотипна 
изява на отговор към теста, малко по-ниска степен на отговор в сравнение със 75% отговор 
преди интервенцията. В група В от 7 доброволеца с нива на показателя над препоръчителните 
3-ма са с понижение на нивата на LDL-холестерола до норма и общо при 18 души (56,3%) се 
установи фенотипна изява в отговор към теста, която преди интервенцията се наблюдаваше за 
75% от добороволците. 
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Фигура 26. Нива на биохимични показатели при провеждане на ОГТТ след 
интервенционния период: А – Г) Общ холестерол; Д – З) LDL-холестерол.  
Данните в графики А., Б., Д. и Е. са представени като средни стойности ± SD. Данните от 
графики В., Г., Ж. и З. отразяват хода на промените при съответните параметри при 
провеждане на ОГТТ с начална (Ден 1) и крайна точка (Ден 3).  
*р<0,05, **р<0,01 
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Изчислена беше промяната в измерените биохимични показатели и лептин в деня след 
проведения ОГТТ (Ден 3), представени в % спрямо първоначалните им нива (Ден 1) след 
интервенционния период. Проведен е t-тест на така изчислените процентни промени за 
сравнение с % промяна в нивата на показателите преди интервенцията и са отчетени разликите 
в отговора към ОГТТ вследствие от калорийната рестрикция. Резултатите от тези сравнителни 
анализи са представени на фигура 27 и 28.  
Отговорът към ОГТТ, изразен в промяна в нивата на глюкоза на гладно, ТАГ, лептин и 
HDL-холестерол се запазва непроменен и след интервенцията на ограничен калориен прием. 
Промяната в нивата на тези показатели след приложен ОГТТ не е значителна и считаме, че 
калорийната рестрикция не оказва ефект върху тези показатели.  
Въпреки че установихме, че при прилагане на ОГТТ след интервенцията общият и LDL-
холестеролът се отнасят по същия начин, както и преди интервенцията, а именно се понижават 
статистически значимо. При провеждане на сравнителен анализ на % промяна на двата 
показателя се установи, че след интервенцията в група А двата маркера се понижават 
значително по-слабо, отколкото са се понижили преди (Фигура 28). Сравнено с първоначалните 
промени в нивата на общия холестерол в група А установихме, че спадът в нивата на този 
показател при приложение на ОГТТ след интервенцията е с 5% по-слаб в сравнение с 
понижението му преди интервенцията (р<0,05). LDL-холестеролът е с 8% по-слабо понижен 
при прилагане на ОГТТ след интервенцията в сравнение със спада му преди калорийна 
рестрикция (р<0,05).  
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Фигура 27. Промяна в биохимичните показатели и лептин (изразена в %) в отговор към 
ОГТТ след интервенцията: А, Б) Глюкоза на гладно; В, Г) ТАГ; Д, Е) Лептин. 
Данните са представени като средни стойности за % промяна ± SD.  
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Фигура 28. Промяна в биохимични показатели (изразена в %) в отговор към ОГТТ след 
интервенцията: А, Б) Общ холестерол; В, Г) LDL-холестерол; Д., Е. HDL-холестерол.  
Данните са представени като средни стойности за % промяна ± SD.  
*р<0,05 
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Параметри на оксидативен статус  
Тъй като при проведения анализ на отговора към ОГТТ преди интервенцията установихме 
значима промяна в нивата на МДА в плазма и еритроцити и глутатион в еритроцити 
проследихме промените в същите показатели при прилагане на стресовия тест и след 
интервенцията.  
Резултатите от измерването на концентрациите на показателите в проби, събрани на гладно 
в деня преди (Ден 1) и деня след провеждане на ОГТТ (Ден 3) след интервенцията с намален 
калориен прием са представени на фигура 29. Няма промяна в отговора към ОГТТ по 
отношение на нивата на МДА в еритроцитни лизати – и след проведена калорийна рестрикция 
нивата им отново се повишават статистически значимо само в група А (р<0,01), а МДА в 
плазма се понижава значимо в група В (р<0,01). Подобно на ефекта преди интервенцията, и тук 
наблюдаваме статистически значимо понижение в нивата на глутатиона в еритроцитни лизати 
и в двете групи (р<0,01 в група А и р<0,001 в група В) доброволци след ОГТТ.  
  
62 
 
 
Фигура 29. Нива на параметри на оксидативния статус при провеждане на ОГТТ след 
интервенцията: А, Б) МДА в плазма; В, Г) МДА в еритроцитни лизати; Д, Е) Липидни 
пероксиди.  
Данните са представени като средни стойности ± SEM. 
**р<0,01, р<0,001 
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Изчислена беше промяната в измерените параметри на оксидативния статус в деня след 
проведения ОГТТ (Ден 3), представени в % спрямо първоначалните им нива (Ден 1) след 
интервенционния период. Проведен беше t-тест на така изчислените процентни промени за 
сравнение с % промяна в нивата на показателите преди интервенцията и са отчетени разликите 
в отговора към ОГТТ вследствие от калорийната рестрикция. Резултатите от тези сравнителни 
анализи са представени на фигури 30, 31 и 32.  
Не се установи статистически значима разлика в промяната на параметрите при 
приложение на ОГТТ и след интервенцията. Изключение прави статистически значимото 
понижение в процентната промяна на 8-OHdG в урина (р<0,05).  
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Фигура 30. Промяна в параметри на оксидативния статус (изразена в %) в отговор към 
ОГТТ след интервенцията: А, Б) МДА в плазма; В, Г) МДА в еритроцитни лизати; Д, Е) 
Липидни пероксиди.  
Данните са представени като средни стойности за % промяна ± SD.  
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Фигура 31. Промяна в параметри на оксидативния статус (изразена в %) в отговор към 
ОГТТ преди и след интервенцията: А, Б) Глутатион в еритроцитни лизати; В, Г) Тотални тиоли 
в плазма; Д, Е) 8-isoPGF2α в урина.  
Данните са представени като средни стойности за % промяна ± SD.  
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Фигура 32. Промяна в параметри на оксидативния статус (изразена в %) в отговор към 
ОГТТ преди и след интервенцията: А, Б) 8-OHdG в плазма; В, Г) 8-OHdG в урина; Д, Е) 8-
OHdG в PBMC.  
Данните са представени като средни стойности за % промяна ± SD.  
*р<0,05 
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Обсъждане  
Науката за храненето има за цел да различи и идентифицира диетите или хранителните 
фактори, които подобряват здравето и/или предотвратяват заболяванията. В тази връзка е 
важно да се направи оценка и характеристика на фенотипната пластичност на индивида като 
индикатор за здравния му статут. Както бе споменато по-рано, най-точна представа за 
променена фенотипна пластичност на организма дават стресовите тестове. Приложени, както 
преди, така и след периода на хранителните интервенции те дават информация за посоката на 
промяна на отговора към тях. Това дава възможност да се оцени ефекта от определена 
хранителна интервенция върху промените във фенотипната пластичност на индивида.  
Разглеждайки промените в биохимичните показатели, лептин и параметри на оксидативния 
статус към ОГТТ на отделните групи доброволци след интервенцията можем да видим, че 
нивата на общия и LDL-холестерола все още се понижават статистически значимо и в двете 
групи доброволци. Както вече беше констатирано трайни и отчетливи промени в резултат, 
както от самата интервенция на калорийна рестрикция, така и след ОГТТ от биохимичните 
показатели се наблюдават за общия и LDL-холестерола. Когато сравним процентната промяна 
на нивата им при приложен ОГТТ преди и след интервенционния период виждаме, че и тук 
имаме статистически значима промяна. След приложена калорийна рестрикция при 
доброволците от група А виждаме, че в отговор на ОГТТ значително по-слабо (р<0,05) се 
понижават нивата на общия (с 5%) и LDL-холестерола (с 8%) в сравнение с понижението им в 
отговор към ОГТТ преди интервенцията, докато такъв ефект върху тези показатели не се 
наблюдава в група В. Именно заради това можем да заключим, че значително по-слабото 
понижение в двата холестерола след ОГТТ вероятно се дължи на приложената калорийна 
рестрикция. За по-добро разбиране на причините за тези промени трябва да бъдат изяснени 
механизмите, по които глюкозното натоварване по време на ОГТТ може да повлиява 
холестероловия метаболизъм и да бъде причина за неговото понижение в кръвта. Това, което е 
известно от предишни проувания е, че при ОГТТ нивата на жлъчни киселини значително се 
увеличават в серум на хора с нормален глюкозен толеранс (Shaham et al., 2008). Както е 
известно, холестеролът е предшественик за синтезата на жлъчните киселини и индукцията на 
биосинтезата им от глюкоза и инсулин след нахранване и след глюкозно натоварване, 
съответно, е свързано с използване на наличния холестерол за увеличаване на общия запас на 
жлъчни киселини (Wellen et al., 2009; Chiang et al., 2001). Това може да е обяснение и за 
намалените нива на холестерола след прилагане на ОГТТ, демонстрирано и в нашето 
проучване. Освен това е установено, че т. нар. „гликемична памет“, създадена при хронични 
хипергликемични състояния води и до епигенетични промени, пряко свързани с диабетни 
усложнения (Pinney and Simmons, 2010; Pirola et al., 2010). Проучване на Li и съавтори (2011) 
демонстрира, че нивата на жлъчни киселини са чувствителни на серумните концентрации на 
глюкоза и общият запас от жлъчни киселини и нивата им на гладно могат да бъдат индикатор 
за хранителния статус и енергиен баланс на индивида. В интервенцията с ограничен калориен 
прием е очевидно, че след калорийна рестрикция нивата на холестерол се повлияват значително 
по-слабо след приложение на ОГТТ, което може да е индикация за подобрена „гликемична 
памет“ и евентуална подобрена сигнализация за синтезата на жлъчни киселини вследствие от 
глюкозното натоварване. Тази промяна може да бъде разгледана като подобрена фенотипна 
пластичност на групата, подложена на калорийна рестрикция по отношение на показателя 
холестерол – общ и LDL, тъй като драстични спадове в нивата му не се наблюдават след 
интервенцията.  
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При анализ на базалните нива на някои параметри на оксидативния стрес на доброволците 
установихме, че в отговор към ОГТТ се наблюдава значително понижение в нивата на МДА в 
плазма и глутатион в еритроцити и в двете групи доброволци, докато само в група А се 
установиха значително по-високи нива МДА в еритроцити. За отчитане на ефекта от 
интервенцията върху отговора към ОГТТ анализирахме промените и в тези показатели. МДА в 
плазма се понижава само в контролната група В в отговор към ОГТТ като подобен бе ефекта и 
след интервенционния период. Вероятно калорийната рестрикция също представлява вид стрес 
за организма и предполагаме, че възникнал оксидативен стрес би допринесъл за поддържане на 
постоянни нива на МДА в плазма и за увеличението в нивата му в еритроцити в групата, 
подложена на калорийна рестрикция. Но както бе посочено и по-рано като един много 
чувствителен показател МДА се променя лесно и не можем да отчетем наблюдаваните промени 
като резултат само от едногенна липидна пероксидация на кръвните проби. Понижението в 
нивата на глутатион ни говори, че вероятно глюкозното натоварване все още изисква 
изразходване на антиоксидантия пептид за неутрализиране на евентуален оксидативния стрес, 
който се инициира при ОГТТ.  
Не се наблюдават статистически значими разлики в % промяна на нивата на параметрите на 
оксидативния стрес в отговора към ОГТТ след интервенцията. Изключение прави промяната в 
нивата на 8-OHdG в урина при група В и тъй като това е контролната група статистически 
значимото понижение (р<0,05) на нивата му не е обвързано с калорийната рестрикция, а 
вероятно зависи от други фактори.  
 
4.4.2. Интервенция с добавен компонент към обичайната диета 
Експресия на гени в изолирани PBMC 
За да анализираме отговора на PBMC, изолирани от доброволците след интервенцията към 
стресов тест, отчетохме промяната в нивата на иРНК на IL-6, IL-1β, GCLc и SOD1 след 
приложение на LPS стимул в Ден 25. Резултатите от анализа на промените в нивата на иРНК на 
посочените цитокини и антиоксидантни ензими са представени на фигура 33.  
В ден 25 третирането с LPS в групата на нормално тегло вече не индуцира експресията на 
гена за IL-1β, докато в групата с наднормено тегло се наблюдава индукция отново с около 3 
пъти (р<0,001). Подобно на IL-1β след 25-дневния прием на чай от камшик стимулирането на 
PBMC от доброволците с нормално тегло с LPS не води до индукция на експресията на гена за 
IL-6, докато при групата с наднормено тегло отново наблюдаваме близо 3 кратно увеличение 
(р<0,05) в нивата на иРНК за цитокина. Няма статистически значими промени в нивата на 
иРНК на GCLc и SOD1 след прилагането на LPS стимула в ден 25.  
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Фигура 33. Нива на генна експресия в отговор към LPS стимул в PBMC на доброволците 
след интервенцията: А, Б) IL-6; В, Г) IL-1β; Д, Е) GCLc; Ж, З) SOD1.  
Данните са представени като средни стойности ± SEM.  
*p<0,05, ***p<0,001 
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За да анализираме промяната в отговора към стресовия тест сравнихме нивата на иРНК на 
цитокините и антиоксидантните ензими при LPS стимулиране преди и след провеждането на 
интервенцията с добавен компонент към обичайната диета. Резултатите от сравнителния анализ 
са представени на фигура 34. Установихме статистически значимо по-ниски нива на иРНК за 
IL-6, IL-1β и GCLc (р<0,001, р<0,001 и р<0,05) в стимулираните с LPS клетки след проведената 
интервенция с добавен компонент към обичайната диета само в групата с нормално тегло 
(ИТМ<25). Не се установиха значими промени в нивата на иРНК за нито един от цитокините и 
антиоксидантните ензими при стимулиране с LPS на PBMC от групата с наднормено тегло 
(ИТМ≥25). Нивата на иРНК за SOD1 останаха непроменени и в двете групи доброволци.  
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Фигура 34. Нива на генна експресия в отговор към LPS стимул в PBMC на доброволците 
преди и след интервенцията А, Б) IL-6; В, Г) IL-1β; Д, Е) GCLc; Ж, З) SOD1.  
Данните са представени като средни стойности ± SEM.  
*p<0,05, ***p<0,001 
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Обсъждане  
След края на интервенцията (Ден 25) ефектът на стимулиране не се наблюдава при групата 
на нормалното тегло, т.е. третирането на клетките с LPS не води до индукция на експресията на 
гени за цитокините. За сравнение клетките на доброволците с наднормено тегло все още 
остават чувствителни на третирането дори и в края на интервенцията и нивата на иРНК на IL-
1β и IL-6 отново се повишават около 3 пъти (р<0,001 и р<0,05, съответно) спрямо контролните 
нетретирани клетки. Това ни показва, че клетките на доброволците с нормално тегло стават по-
устойчиви на възпалителни стимули след 25-дневния прием на чай от камшик, т.е. можем да 
разглеждаме този резултат като променен профил на фенотипна пластичност. Вероятно 
наднорменото тегло заедно с по-големия обем мастна тъкан, обикновено съпроводени с 
нискостепенно възпаление в една или друга степен допринасят за чувствителността на тези 
клетки на подобни възпалителни стимули. ИТМ в случая е фактор, оказващ силно влияние на 
резултатите от подобни експерименти, заради което и трябва да се взема под внимание при 
провеждане на подобни проучвания. 
Сравнявайки нивата на иРНК на IL-1β и IL-6 в клетките третирани с LPS в ден 0 и ден 25 
ще видим, че в групата с нормално тегло има статистически значимо понижение (р<0,001) на 
отговора към възпалителен стимул след проведената интервенция. Подобна разлика, обаче, не 
се наблюдава при групата на наднорменото тегло, защото както бе дискутирано по-горе 
клетките остават чувствителни на възпалителния стимул почти толкова, колкото са били и 
преди интервенцията. Подобен е резултатът и по отношение нивата на иРНК за GCLc – 
клетките от група с ИТМ<25 реагират статистически значимо по-слабо (р<0,05) към стимула 
след интервенцията. Възпалителният и оксидативният стимул върху PBMC от лица с ИТМ<25 
след третиране с LPS е значително по-слаб след 25-дневния прием на чай от камшик. Няма 
промяна в нивата на иРНК за SOD1 като резултат от третиране на клетките с LPS.  
 Знае се, че затлъстяването се характеризира с увеличена инфлитрация на макрофаги в 
мастна тъкан (Wellen and Hotamisligil, 2003). Смята се, че именно тези макрофаги са главния 
източник на медиатори на възпалението като TNF-α и IL-6, които нарушават нормалната 
функция на мастна тъкан като индуцират възпалителен профил и потискат инсулиновото 
действие в тъканта (Sethi&Hotamisligil, 1999; Trayhurn, 2005; Suganami and Ogawa, 2010; Zeyda 
and Stulnig, 2007). Нашето изследване, обаче, не установи значителна разлика в нивата на 
цитокините между двете групи доброволци преди началото на интервенцията. Още повече, че 
PBMCs от доброволците с наднормено тегло отговориха по-слабо на стимула – нивата на иРНК 
на IL-6 бяха със 73% (p<0,001), а тези на IL-1β с 55% (p<0,05) по-ниска от тези с нормално 
тегло. Наличието на някои неустановени фактори в плазма би могло да предопреледя 
различния отговор на тези клетки. 
Разликата в отговора на клетките, изолирани от двете групи доброволци към възпалителен 
стимул, както и по-ясния и отчетлив отговор на стимулираните клетки от доброволци с 
нормално тегло трябва да се вземе под внимание при подбора на субекти за подобни 
интервенции.  
Въпреки, че нивата на иРНК на IL-1β се оказаха по-високи от тези на IL-6 при всички 
измервания, последния се оказа по-отчетливо и стабилно променящ се цитокин при индукция 
на възпаление, което го прави и по-подходящ показател при подбора на маркери за подобни 
изследвания.  
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5. Заключение  
В настоящия дисертационен труд бяха изследвани ефектите от два различни вида 
интервенции и ефектите от два различни типа стресови тестове. В първия използван подход за 
изпълнение на поставените задачи бяха изследвани ефектите от две различни интервенции 
върху група от хора с еднакви характеристики. А във втория подход е изследвано влиянието на 
една и съща интервенция върху две групи от доброволци с различни характеристики.  
Съвременната наука за храненето си поставя за цел да изучи не само механизмите, по които 
храната въздейства на организма на клетъчно, тъканно, метаболомно, транскриптомно, 
епигеномно, геномно и т.н. нива, но и да проследи влиянието, което диетата и/или нейните 
съставки оказват върху фенотипната пластичност на индивида. Именно затова настоящото 
проучване проследи промяната във фенотипа на доброволците в отговор на хранителни 
интервенции и стресови тестове и идентифицира биомаркери за оценка на ефектите от тях и 
влиянието им върху фенотипната пластичност.  
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6. Изводи и приноси 
6.1. Изводи  
1. Сравнителната характеристика на двете групи доброволци с наднормено тегло в 
интервенцията с намален калориен прием показва отсъствие на значителни вариации на 
изследваните биохимични показатели, лептин и повечето от параметрите на оксидативен 
статус.  
2. В двете групи има доброволци със стойности на ТАГ, общ и LDL-холестерол, които 
надвишават референтните граници.  
3. Сравнителната характеристика на двете групи доброволци в интервенцията с добавен 
компонент към обичайната диета показва значителни различия между средните стойности 
на клиничните биохимични показатели кръвна захар и ТАГ, на адипокина лептин и на 
възпалителния фактор CRP. Двете групи не се различават по останалите биохимични 
показатели, параметрите на оксидативен статус, адипонектин, IL-6 в плазма и по нива на 
иРНК за гените IL-6, IL-1β, GCLc и SOD1 в изолирани PBMC.  
4. Стойности извън референтните граници за общ холестерол и LDL-холестерол се 
установяват, както при лица с ИТМ<25, така и при лица с ИТМ≥25.  
5. Орален глюкозо-толерантен тест предизвиква дългосрочен ефект върху метаболитния 
фенотип като води до значително понижение на общия холестерол и LDL-холестерол при 
лица с наднормено тегло.  
6. Орален глюкозо-толерантен тест предизвиква дългосрочен ефект върху оксидативния 
фенотип като води до значително повишение на МДА в еритроцити и понижение на МДА в 
плазма и глутатион в еритроцити при лица с наднормено тегло.  
7. Прилагането на бактериални липополизахариди (LPS) в концентрация от 100ng/ml в 
продължение на 4 часа индуцира възпалителен отговор в изолирани периферни 
мононуклеарни клетки (PBMC) от лица с ИТМ<25 и такива с ИТМ≥25 в ex vivo условия, 
изразено в увеличена експресия на възпалителните фактори IL-1β и IL-6.  
8. Прилагането на бактериални липополизахариди (LPS) в концентрация от 100ng/ml в 
продължение на 4 часа провокира антиоксидантна защита в изолирани периферни 
мононуклеарни клетки (PBMC) от лица с ИТМ<25 и такива с ИТМ≥25 в ex vivo условия, 
изразено в увеличена експресия на каталитичнатa субединица на ензима глутамат-цистеин 
лигаза.  
9. Калорийна рестрикция в продължение на 12 седмици води до:  
 промени в метаболитния фенотип, изразени в намалени нива на ТАГ, общ 
холестерол, LDL-холестерол и лептин при лица с наднормено тегло.  
 промени в оксидативния фенотип изразени в намалени нива на 8-OHdG в PBMC, 
като маркер за оксидативни изменения в ДНК 
10. Чай от А. eupatoria (камшик), приеман в продължение на 25 дни, води до:  
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 промени в метаболитния фенотип, изразено в намалени нива на кръвна захар и 
HDL-холестерол при лица с ИТМ≥25 и увеличени нива на ТАГ и намалени нива 
на HDL-холестерол при лица с ИТМ<25.  
 промени в оксидативния фенотип изразени в увеличен антиоксидантен 
капацитет и глутатион в плазма и намалени тотални тиоли при лица с ИТМ<25 и 
ИТМ≥25 и намалена експресия на SOD1 в РВМС при лица с ИТМ<25.  
 промени в адипокиновия профил при лица с ИТМ<25, изразено в увеличени 
нива на лептин и намалени нива на адипонектин.  
11. Калорийна рестрикция в продължение на 12 седмици води до променена фенотипна 
пластичност при лица с наднормено тегло, изразена в намалено понижение на общ 
холестерол и LDL-холестерол като дългосрочен ефект от прилагане на ОГТТ.  
12. Чай от А. eupatoria (камшик), приеман в продължение на 25 дни, води до: променена 
фенотипна пластичност, изразена като: 
 намалена индукция на експресията на възпалителните фактори IL-1β, IL-6 в 
РВМС от лица с ИТМ<25 и ex vivo стимулирани с LPS.  
 намалена индукция на експресията на GCLc в РВМС от лица с ИТМ<25 и ex 
vivo стимулирани с LPS.  
13. Чай от А. eupatoria (камшик), приеман в продължение на 25 дни не води до променени във 
фенотипна пластичност на РВМС, изолирани от лица с ИТМ≥25 и ex vivo стимулирани с 
LPS 
 РВМС, изолирани от лица с ИТМ≥25 остават чувствителни на стимулация с 
LPS, изразено в увеличена експресия на IL-1β, IL-6 и GCLc.  
14. Като биомаркери за установяване на промени във фенотипната пластичност в отговор на 
ОГТТ, като резултат от калорийна рестрикция при лица с наднормено тегло се очертават 
следните показатели:  
 Общ холестерол 
 LDL-холестерол 
15. Ex vivo стимулиране на изолирани РВМС с бактерилани LPS е приложим стресов тест за 
оценка на наличието на промени във фенотипната пластичност при лица с нормално и 
наднормено тегло.  
16. Като биомаркери за установяване на промени във фенотипната пластичност в отговор на еx 
vivo стимулиране на изолирани РВМС с бактерилани LPS се очертават следните 
показатели:  
 Нива на иРНК за цитокините IL-1β и IL-6  
 Нива на иРНК за каталитичната субединица на ензима GCL 
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6.2. Приноси  
6.2.1. Приноси с оригинален характер 
1. За първи път е проведено проучване за подбор на биомаркери, които да се използват за 
установяване на промени във фенотипната пластичност като резултат от проведени 
хранителни интервенции.  
2. Получени са данни за наличие на дългосрочни ефекти от орален глюкозо-толерантен 
тест върху метаболизма, оценени с клинични биохимични показатели, параметри на 
оксидативен статус и адипокини.  
3. Избрани са клинични биохимични маркери, които да се прилагат за оценка на промени 
във фенотипната пластичност след дългосрочна калорийна рестрикция.  
4. Получени са данни за молекулярно-биологични маркери, които да се прилагат за оценка 
на промени във фенотипната пластичност след прием на билкови екстракти.  
5. . Получени данни, че чай от камшик оказва влияние върху метаболизма, изразено в 
увеличени плазмени нива на триглицериди и лептин.  
 
6.2.2. Приноси с потвърдителен характер 
1. Потвърдено е, че дългосрочна калорийна рестрикция води до благоприятно повлияване 
на липиден профил при лица с наднормено тегло.  
2. Потвърдено е, че плазмените концентрации на лептин и CRP корелират положително с 
ИТМ.  
3. Потвърдено е, че приемът на чай от камшик повлиява плазмения антиоксидантен 
потенциал при хора.  
4. Потвърдено е глюкозопонижаващо действие на чай от камшик.  
6.2.3. Приноси с приложен характер 
1. В катедрата по биохимия, молекулна медицина и нутригеномика е въведен и адаптиран 
метод за ex vivo стимулиране на изолирани човешки периферни мононуклеарни кръвни 
клетки (PBMC) с бактериални липополизахариди (LPS) и е приложен за оценка на 
промени във фенотипната пластичност при лица с нормално и наднормено тегло.  
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8. Списък на често използваните съкращения: 
8-OHdG – 8-hydroxy-deoxyguanosine 
8-isoPGF2α – 8-isoprostaglandin F2alpha 
CRP – C-reactive protein 
ELISA - enzyme-linked immunosorbent assay 
HDL – high density lipoproteins/ 
липопротеинови комплекси с висока 
плътност 
IL-1 – interleukin 1 
IL-6 – interleukin 6 
LDL – low density lipoproteins/ 
липопротеинови комплекси с ниска 
плътност 
PBMC – peripheral blood mononuclear 
cell/периферни кръвни мононуклеарни 
клетки 
SDS-PAGE – sodium dodecyl sulfate- 
polyacrylamide gel electrophoresis 
SNPs – single nucleotide polymorphisms  
TNFα – tumor necrosis factor alpha  
ИТМ – индекс на телесната маса 
АТФ – аденозинтрифосфат 
МДА – малонов диалдехид 
ТАГ – триацилглицерол 
ТАС – тотален антиоксидантен статус  
ОГТТ – орален глюкозо-толерантен тест 
ТАС – Тотален антиоксидантен статус  
SOD – Супероксид дисмутаза  
GCLc – Глутамат-цистеин лигаза 
каталитична субединица 
FBS – Fetal bovine serum 
VLDL – very low density 
lipoproteins/липопротеинови комплекси с 
много ниска плътност 
GPx – глутатион пероскидаза 
LPS – липополизахариди  
GSH – редуциран глутатион  
GSSG – окислен глутатион 
ВМК – висши мастни киселини  
ССЗ – сърдечно-съдови заболявания 
АКФ – активни кислородни форми 
CRP – C-reactive protein/C-реактивен 
протеин 
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